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Dendritische Zellen (DZ) sind die wichtigsten Antigen präsentierenden Zellen 
(APZ) des Immunsystems. In unreifem Zustand sind die DZ darauf spezialisiert, 
Antigene aufzunehmen und zu prozessieren. Während der Reifung verlieren DZ 
diese Fähigkeit nahezu, um nunmehr potent antigenspezifische T-Zell-
Immunantworten zu induzieren, weswegen sie auch als „nature’s adjuvant“ 
bezeichnet werden. 
In den letzten Jahren wurde die Bedeutung unreifer DZ bei der Induktion bzw. 
Regulation von Toleranz gegenüber Fremd- oder Selbstantigenen, wie z.B. 
über die Expansion so genannter regulatorischer T-Zellen, immer deutlicher 
(KABELITZ et al. 2006; MAHNKE et al. 2007; ZHANG et al. 2007).  
Ein interessanter Ansatzpunkt für eventuelle Therapien wäre die Verhinderung 
der Reifung von DZ und damit die Induktion einer immunologischen Toleranz 
gegenüber dem aufgenommenen bzw. präsentierten Antigen. Dies steht im 
Mittelpunkt vieler Forschungsarbeiten zur Behandlung von Allergien, 
Autoimmunerkrankungen und Abstoßungsreaktionen im Rahmen einer 
Transplantation. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer aus der Christrose 
(Helleborus purpurascens) isolierten, niedrig molekularen, makrozyklischen 
Substanz (das so genannte „MCS-18“) auf die Biologie der DZ untersucht. 
Mittels verschiedener immunologischer Methoden wurde die Wirkung von MCS-
18 zuerst in vitro getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass MCS-18 die 
Reifung von DZ und somit die Stimulation von T-Zellen verhindert. Darüber 
hinaus werden T-Zellen auch, unabhängig von der DZ- vermittelten Stimulation, 
ebenfalls in ihrer Proliferation gehemmt. Des Weiteren wurde anhand des 
Tiermodells der Multiplen Sklerose, der Experimentellen Autoimmunen 
Enzephalomyelitis (EAE), die Verfügbarkeit und Wirkung der Substanz auch in 
vivo überprüft. Weiter zeigen prophylaktisch und therapeutisch mit MCS-18 
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behandelte Tiere (intraperitoneal bzw. oral appliziert) einen deutlich 
abgemilderten und verkürzten Krankheitsverlauf.  
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, 
dass MCS-18 sowohl in vitro als auch in vivo Immunantworten spezifisch 
modulieren kann. 




2.1 Das Immunsystem 
Das Immunsystem ist ein vernetzt agierendes System, bestehend aus Organen, 
Zellen und Molekülen. Seine Aufgabe ist vor allem die Abwehr exogener 
pathogener Faktoren, wie z.B. Bakterien, Viren und Parasiten, die potentiell den 
Körper schädigen könnten. Es werden jedoch auch pathologisch veränderte, 
körpereigene Zellen vom Immunsystem erkannt und eliminiert. Alle Zellen des 
Immunsystems stammen von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen 
des Knochenmarks ab. Sie sind vor allem in lymphatischen Organen, wie Milz 
und Lymphknoten lokalisiert, zirkulieren aber zum Teil auch mit dem Blut und 
der Lymphe durch den Körper. Im Laufe der Evolution haben sich zwei 
unterschiedlich adaptierte Systeme der Immunabwehr entwickelt, die sich bei 
Induktion einer Immunantwort gegenseitig ergänzen: die angeborene und die 
erworbene Immunantwort. 
2.1.1 Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem wird auch als unspezifisches Immunsystem 
bezeichnet. Es erkennt als Erstes ein eindringendes Pathogen, und wehrt 
dieses bereits durch eine erste Hürde von physikalisch-chemischen Barrieren 
ab, wie z.B. dem Säuremantel der Haut, der intakten Epidermis, Mukus 
produzierenden Schleimhäuten, dem Komplementsystem, antimikrobiellen 
Enzymen und unspezifischen Mediatoren (wie z.B. Interferone und Interleukine 
(IL)). Zu den wichtigsten Zellen des angeborenen Immunsystems zählen 
Makrophagen, Monozyten, Granulozyten und dendritische Zellen (DZ). Sie alle 
sind in der Lage, eingedrungene Fremdantigene zu phagozytieren. Dabei bilden 
die DZ eine Brücke zum adaptiven Immunsystem, da sie durch Präsentation 
des phagozytierten Materials eine effektive T-Zell-Immunantwort, die zum 
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erworbenen Immunsystem zählt, initiieren können. Weiterhin zu erwähnen sind 
die Mastzellen, welche bei allergischen Reaktionen des Immunsystems eine 
wichtige Rolle spielen, und natürliche Killerzellen (NK-Zellen), die 
mitverantwortlich sind, für die Eliminierung intrazellulärer Erreger und Viren. 
Das angeborene Immunsystem kann durch Senden von so genannten „danger 
signals“ eine Immunreaktion des adaptiven Systems auslösen und steuern. 
Dieses reagiert im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem 
antigenspezifisch. 
2.1.2 Das erworbene (adaptive) Immunsystem 
Alle Vertebraten besitzen zusätzlich zum angeborenen auch noch ein 
erworbenes Immunsystem, welches in der Lage ist, antigenspezifisch zu 
reagieren. Die Hauptrolle in diesem System spielen die Lymphozyten, die weiter 
in B- und T-Zellen unterteilt werden. Ihre jeweilige Differenzierung und 
Vermehrung findet in unterschiedlichen primären lymphatischen Organen statt. 
B-Zellen verbleiben im Knochenmark, während T-Zellen zum Thymus 
auswandern. Lymphozyten tragen auf ihrer Oberfläche Antigen-Rezeptoren, die 
hochspezifisch jeweils nur ein Antigen binden. T-Zellen besitzen einen 
membranständigen T-Zell-Rezeptor (TZR) während B-Zellen Immunglobuline 
auf ihrer Oberfläche tragen, welche nach Aktivierung der B-Zelle als Antikörper 
sezerniert werden. Da das adaptive Immunsystem in der Lage ist, die Gene der 
Immunglobuline und der TZR sehr variabel zu rearrangieren, so dass eine 
große Zahl antigenspezifischer Lymphozyten und Antikörper entstehen kann, ist 
es fähig, auf eine nahezu unbegrenzte Vielfalt an Strukturen spezifisch zu 
reagieren. Da die Rearrangierung rein zufällig verläuft, werden auch potentiell 
autoreaktive Rezeptoren erzeugt. Bei der Ausbildung der sog. zentralen 
Toleranz werden diese selbstreaktiven T- und B-Zellen durch klonale Deletion 
eliminiert, um pathologische, autoimmune Reaktionen des Immunsystems zu 
vermeiden. Nach ihrer Ausreifung wandern die T- und B-Zellen über Blut und 
Lymphe in sekundäre lymphatische Organe (Milz, Lymphknoten) und 
akkumulieren in so genannten T- und B-Zell-Arealen. Bis zum ersten  Antigen-
Kontakt werden sie als „naive Lymphozyten“ bezeichnet. T-Zellen können im 
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Zusammenspiel mit bestimmten Zellen des angeborenen Immunsystems, z.B. 
Antigen präsentierende Zellen (APZ), eine zelluläre Immunantwort auslösen, 
wohingegen aktivierte B-Zellen antigenspezifische Antikörper produzieren und 
damit für die humorale Immunität verantwortlich sind. Dabei erkennt die B-Zelle 
mit ihrem B-Zell-Rezeptor (BZR) extrazellulär gelöste oder auf der Oberfläche 
von Mikroben exprimierte Antigene und kann, aktiviert nun als Plasmazelle 
bezeichnet, spezifische Effektormoleküle, die Antikörper, bilden.  
Der T-Zell-Rezeptor (TZR) der T-Zellen erkennt nur Antigene, die an 
membranständige „Haupt-Histokompatibilitäts-Komplex (MHC)“ -Moleküle der 
Antigen-präsentierenden Zelle gebunden sind. Dabei wird zwischen MHC 
Molekülen der Klasse I und II unterschieden, wobei Klasse I auf den meisten 
kernhaltigen Zellen,  Klasse II hingegen nur auf APZ (B-Zellen, Makrophagen, 
DZ) exprimiert wird. DZ sind als einzige Zellart in der Lage, die von ihnen 
phagozytierten Antigene nicht nur auf Klasse II sondern gleichzeitig auch auf 
Klasse I zu präsentieren. Dieser Vorgang wird als „cross presentation“ 
bezeichnet. Die primäre Aktivierung der T-Zellen findet nicht am Ort der 
Infektion statt, sondern in den Lymphknoten. Die Antigene werden von 
migrierenden DZ zu den Lymphknoten transportiert und dort den durch die T-
Zell-Areale zirkulierenden T-Zellen präsentiert. T-Zellen werden u. a. nach ihrer 
Restriktion für MHC-Moleküle unterteilt. CD4+ T-Helfer Zellen (Th-Zellen) 
erkennen auf MHC-Klasse II präsentierte Antigene, wohingegen CD8+ 
zytotoxische T-Zellen Antigene infizierter oder entarteter körpereigener Zellen, 
die im Komplex mit MHC-Molekülen der Klasse I präsentiert werden, erkennen. 
Th-Zellen sind vor allem durch die Produktion von Botenstoffen, wie Zytokinen, 
Interleukinen und Lymphokinen charakterisiert, die bei der Kommunikation und 
Regulierung des Immunsystems eine wichtige Rolle spielen. Zytotoxische T-
Zellen sind mitverantwortlich für die Lyse infizierter oder entarteter Zellen. 
Im Gegensatz zum unspezifisch agierenden, angeborenen Immunsystem ist 
das erworbene Immunsystem durch die Bildung eines immunologischen 
Gedächtnisses in der Lage, schneller und effektiver auf einen erneuten Kontakt 
mit einem bereits bekannten Antigen zu reagieren. Dazu werden spezielle 
antigenspezifische, langlebige Gedächtniszellen generiert. Die meisten 
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Effektorzellen leben, um die Dauer einer Immunantwort zeitlich zu begrenzen, 
nur wenige Tage. 
2.1.3 Zentrale und periphere Toleranz  
Grundsätzlich können MHC-Moleküle sowohl fremde, z.B. von 
Mikroorganismen stammende, als auch körpereigene Peptide binden. Die  
Rezeptoren der B- und T-Zellen sind dabei nicht in der Lage, zwischen 
körpereigen und -fremd zu unterscheiden. Um eine Autoreaktivität zu 
verhindern, gibt es verschiedene Mechanismen der Toleranz. 
Die zentrale Toleranz wird durch klonale Deletion von selbstreaktiven 
Lymphozyten während ihrer Differenzierung im Thymus, bzw. im Knochenmark 
erreicht. Lymphozyten, die an ihnen präsentierte, körpereigene Antigene 
(ubiquitäre Autoantigene) mit hoher Affinität binden, werden negativ selektiert. 
Positiv selektiert werden dagegen Lymphozyten, deren Rezeptoren mit 
körpereigenen Antigenen nur schwach interagieren. Diese reagieren stärker auf 
fremde Antigenpeptide, gebunden an körpereigene MHC-Moleküle.  
Jedoch entgehen einige autoreaktive Zellen dieser ersten Selektion in den 
zentralen lymphatischen Organen, weswegen weitere periphere 
Toleranzmechanismen erforderlich sind. Diese wirken entweder direkt auf die 
selbstreaktive T-Zelle (intrinsisch) oder indirekt, über weitere Zellen (extrinsisch) 
(MOSTARICA-STOJKOVIC 2005). Zu den intrinsischen Mechanismen zählen 
die Ignoranz der Autoantigene, die periphere Deletion, ein durch Aktivierung 
induzierter Zelltod der autoreaktiven T-Lymphozyten, die Anergie und die 
Immundeviation. Extrinsisch wirken auf die selbstreaktiven T-Zellen unreife 
und/oder tolerogene DZ und verschiedene regulatorische Zellen.  
Immunologische Ignoranz besteht im Falle bestimmter Antigene, die in 
Organen exprimiert werden, in denen sie normalerweise nicht mit naiven T-
Zellen in Kontakt kommen. Selbst wenn T-Zellen diese seltenen Antigene 
erkennen, werden sie meist nur mit geringer Affinität gebunden, bzw. die Menge 
an Antigen reicht nicht aus, um die T-Zelle zu aktivieren. Im Gegensatz dazu 
führen hohe Dosen eines Autoantigens zur peripheren Deletion der 
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autoreaktiven CD8+ T-Zellen, um eine autoimmune Reaktion zu vermeiden 
(KURTS et al. 1999). Im Falle der Anergie kommt es zu einer klonalen 
Inaktivierung der T-Zellen durch gewebespezifische Antigene, die in 
Abwesenheit kostimulatorischer Signale präsentiert werden. Die T-Zellen 
werden nicht zur IL-2 Produktion stimuliert und entwickeln sich somit nicht zu 
proliferierenden, antigenspezifischen Effektorzellen. Als Immundeviation 
bezeichnet man den Wechsel von einer Th1- zu einer Th2- vermittelten 
Immunantwort oder umgekehrt. Das Muster der Zytokinfreisetzung hat 
Passiveffekte auf die jeweilige andere T-Zellpopulation und unterdrückt deren 
antigenspezifische Aktivierung (ROCKEN und SHEVACH 1996). 
CD4+CD25+Foxp3+ - T-Zellen reagieren anerg bei Stimulation ihres TZR in vitro 
und unterdrücken potent die Aktivierung und Proliferation anderer CD4+ oder 
CD8+-Zellen (ITOH et al. 1999). Diese so genannten regulatorischen T-Zellen 
sind von essentieller Bedeutung bei der Unterdrückung ungewünschter 
Immunreaktionen, der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen und 
Transplantatabstoßungen (BATTAGLIA et al. 2002; DEJACO et al. 2006; 
TANAKA und SAKAGUCHI 2005). 
Bei all diesen Mechanismen spielen DZ eine wichtige Rolle, da sie z.B. im 
Thymus die Zellen des Immunsystems zur Toleranz gegenüber Selbstantigenen 
„erziehen“ (HUANG und MACPHERSON 2001). Des Weiteren führt eine 
wiederholte Stimulierung von T-Zellen mit unreifen DZ zur Induktion IL-10 
produzierender CD4+CD25+ T-Zellen mit regulatorischer Kapazität 
(DHODAPKAR et al. 2001; JONULEIT et al. 2000). 
2.2 Dendritische Zellen 
Dendritische Zellen wurden erstmals 1973 von Steinman und Cohn beschrieben 
(STEINMAN und COHN 1973). Sie isolierten eine bisher unbekannte Zellart aus 
der Milz von Mäusen und nannten sie aufgrund ihrer lang gestreckten Fortsätze 
„dendritische Zellen“. Abzugrenzen sind diese von den bereits 1868 von Paul 
Langerhans in der menschlichen Epidermis entdeckten und nach ihm 
benannten „Langerhans Zellen“ (LANGERHANS 1868). Diese wurden später 
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als eine Subpopulation der DZ eingestuft (SCHULER et al. 1985; SCHULER 
und STEINMAN 1985). 
Zusammen mit B-Zellen und Makrophagen zählen sie zu den Antigen 
präsentierenden Zellen (APZ). Sie alle prozessieren und präsentieren Antigene 
und sind in der Lage, Zellen des adaptiven Immunsystems potent zu aktivieren, 
wobei allein die DZ dazu fähig sind, auch naive T-Zellen zu aktivieren. DZ 
nehmen dabei eine Sonderstellung als direktes Bindeglied zwischen 
angeborenem und erworbenem Immunsystem ein (STEINMAN 2003a). Sie sind 
nicht nur fähig, die Differenzierung und Polarisierung von T-Zellen zu 
kontrollieren (BANCHEREAU et al. 2000) und viele weitere Lymphozyten (B, 
NK, NKT) im Rahmen einer Immunantwort zu beeinflussen (STEINMAN 
2003b), sondern sind auch an der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz 
beteiligt (LIU 2001; STEINMAN, HAWIGER, LIU et al. 2003). Da sie ohne 
Vorhandensein weiterer Adjuvantien effektiv T-Zell Immunantworten in vivo 
induzieren können, werden sie auch als „natürliches Adjuvans“ bezeichnet 
(STEINMAN 1996b). 
Es ist möglich, sie sowohl aus nicht-lymphatischen Organen, wie z.B. der Haut, 
der Lunge oder der Leber, als auch aus lymphatischen Organen, wie z.B. dem 
Thymus, der Milz oder den Peyer’schen Plaques, sowie aus Blut oder Lymphe 
zu isolieren. 
2.2.1 DZ - Subtypen 
Dendritische Zellen lassen sich, abhängig von ihrer Funktion und der 
Expression bestimmter Oberflächenmarker, in weitere Subtypen unterteilen. 
Gemeinsam ist ihnen dabei die Abstammung von CD34+ hämatopoetischen 
Stammzellen des Knochenmarks (SHORTMAN und LIU 2002).  
Es wurde angenommen, dass abhängig von verschiedenen Wachstumsfaktoren 
und Zytokinen eine Differenzierung entweder zu myeloiden oder lymphoiden DZ 
erfolgt. Aktuellere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass auch 
lymphoide Vorläuferzellen zu myeloiden differenzieren können und umgekehrt 
(MANZ, TRAVER, AKASHI et al. 2001; MANZ, TRAVER, MIYAMOTO et al. 
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2001). Die in der Epidermis lokalisierten Langerhans-Zellen (LZ) stellen eine 
weitere Subpopulation der DZ dar, wobei sie der Gruppe der „migrierenden DZ“ 
angehören. „Nicht migrierende DZ“ findet man z.B. in Milz und Thymus 
(SHORTMAN und NAIK 2007). 
Die morphologisch Plasmazellen ähnelnden plasmazytoiden DZ bilden eine 
Ausnahme, da sie, im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Subtypen, von 
lymphoiden Vorläuferzellen aus dem Blut abstammen (HOCHREIN et al. 2002) 
und Marker anderer Zelltypen, wie z.B. B-Zellen (B220) oder Granulozyten (Gr-
1), exprimieren (NAKANO et al. 2001; NIKOLIC et al. 2002). Sie sind in der 
Lage, große Mengen an Typ I Interferonen (IFN-α) zu produzieren und nehmen 
somit eine Schlüsselrolle bei der Abwehr von Viren und verschiedener anderer 
Pathogene ein (CELLA et al. 2000; HOCHREIN et al. 2002). In vitro lassen sich 
klassische humane, myeloide DZ durch Kultivierung peripherer Blutmonozyten 
mit GM-CSF und IL-4 generieren (SALLUSTO und LANZAVECCHIA 1994; 
THURNER et al. 1999). 
2.2.2 Antigenpräsentation  
Unreife DZ sind darauf spezialisiert Antigene in der Peripherie über 
Phagozytose, Makropinozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose (THERY 
und AMIGORENA 2001) aufzunehmen. Diese werden nach deren 
Prozessierung, als Peptid degradiert auf MHC-Molekülen der Klasse I, der 
Klasse II und im Falle von Lipiden im Komplex mit CD1 Molekülen, den Zellen 
des adaptiven Immunsystems präsentiert (INABA et al. 2000; TURLEY et al. 
2000). Dabei besteht ein Unterschied zwischen aus Knochenmark-, bzw. von 
Monozyten abgeleiteten DZ, deren Antigenprozessierung durch Reifungsstimuli, 
wie z.B. LPS, Mitgliedern der TNF- sowie TLR- Familie, reguliert wird, und DZ, 
die sich im stabilen Zustand („steady state“) in T-Zell Arealen aufhalten. Diese 
sind in der Lage, Antigen auch ohne einen Entzündungsstimulus oder eine 
Infektion, zu prozessieren (BONIFAZ et al. 2002; HAWIGER et al. 2001; LIU et 
al. 2002). Besonders wichtig für eine Induktion von Toleranz oder Immunität ist 
die Prozessierung von Antigen, das als Immunkomplex, als infizierte, sterbende 
Zelle, in Form von allogenen Zellen, Tumoren und körpereigenem Gewebe  von 
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der DZ aufgenommen wird (ALBERT et al. 1998; ARRODE et al. 2000; 
BERARD et al. 2000; CIUBOTARIU et al. 2002; DEN HAAN et al. 2000; 
DHODAPKAR et al. 2002; INABA et al. 1998; IYODA et al. 2002; KALERGIS 
und RAVETCH 2002; KURTS et al. 2001; LIU et al. 2002; RAFIQ et al. 2002; 
RODRIGUEZ et al. 1999; SCHEINECKER et al. 2002; SUBKLEWE et al. 2001; 
YRLID und WICK 2000). DZ sind in der Lage, die aufgenommenen exogenen 
Antigene sowohl im Komplex mit MHC-Molekülen der Klasse II als auch der 
Klasse I zu präsentieren („cross-presentation“), was zusätzlich eine 
zytotoxische T-Zellantwort gegen extrazelluläre Antigene möglich macht 
(ACKERMAN und CRESSWELL 2004; THERY und AMIGORENA 2001). Dies 
ist von besonderer Bedeutung im Zusammenhang mit der Abwehr viraler 
Infektionen und Tumoren. 
2.2.3 Reifung und Migration 
DZ lassen sich funktionell, phänotypisch bzw. morphologisch zwei Kategorien 
zuordnen: sog. unreifen und reifen DZ. Im unreifen Stadium sind DZ in 
peripheren Geweben lokalisiert, wo sie darauf spezialisiert sind, Antigene zu 
erkennen und aufzunehmen (BANCHEREAU et al. 2000). Sie sind fähig, 
schnell auf viele verschiedene, z.B. mikrobielle und inflammatorische 
Reifungsstimuli zu reagieren. Diese von den Reifungsstimuli ausgelösten 
Signale werden über Toll-Like-Rezeptoren (z.B. für bakterielle DNA), Zytokin-
Rezeptoren (z.B. für Interferone des Typ I und II, GM-CSF, TNFα, fasL, CD40L) 
oder über Fcγ- Rezeptoren (zur Erkennung von Immunkomplexen) vermittelt 
(BAUER et al. 2001; CAUX et al. 1994; CELLA et al. 1996; HEMMI et al. 2000; 
KALERGIS und RAVETCH 2002; KOCH et al. 1996; LUFT et al. 1998; 
PAQUETTE et al. 1998; RADVANYI et al. 1999; REGNAULT et al. 1999; 
RESCIGNO et al. 2000; SANTINI et al. 2000). Während der Reifung (Abb. 1) 
reduzieren DZ die Expression endozytotischer Rezeptoren und die Endozytose 
selbst (GARRETT et al. 2000). Außerdem lassen sich massive Veränderungen 
bei der Expression verschiedener zur Interaktion mit T-Zellen benötigter 
Moleküle nachweisen. Zum Beispiel, wird die Expression verschiedener 
Mitglieder der B7-Familie (CD80, CD86, PD-L2/B7-DC, ICOS-L), der TNF-
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Familie (CD137/4-1BBL, CD134/OX40L, CD70), sowie von Chemokin-
Rezeptoren (CCR7) heraufreguliert. Zusätzlich können bereits 
lichtmikroskopisch morpholgische Veränderungen, wie die Ausbildung langer 

















Abb. 1:  Reifung der DZ: Veränderung der Morphologie und des Phänotyps 
 
Reife DZ sind verantwortlich für die Aktivierung, Differenzierung und Expansion 
von Effektorzellen sowie für die Entwicklung eines „immunologischen 
Gedächtnisses“. Zu diesem Zweck migrieren die reifenden DZ nach 
Antigenaufnahme in peripheren Organen und Geweben via afferente 
Lymphgefäße zu den drainierenden sekundären lymphatischen Organen. Die 
aufgenommenen Antigene werden prozessiert und die zur Präsentation nötigen 
MHC-Peptid-Komplexe gebildet (CELLA et al. 1997; INABA et al. 2000). 
Kostimulatorische Moleküle und der Chemokin-Rezeptor CCR7 werden 
zunehmend exprimiert, die Rezeptoren für inflammatorische Zytokine hingegen 
herunter reguliert. Die Migration selbst wird durch Chemotaxis vermittelt, wobei 
CCR7 an seine von lymphatischen Endothelzellen und von in Lymphknoten 
bereits befindlichen DZ gebildeten (GUNN et al. 1999) Liganden CCL21 (SLC) 
und CCL19 (ELC) bindet (GUNN et al. 1998; SAEKI et al. 1999). 
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2.2.4 Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen 
Im Lymphknoten präsentieren DZ ihre Antigene auf MHC-I und -II -Molekülen 
den in den T-Zellarealen lokalisierten Zellen. Dabei haben die DZ nicht nur 
Einfluss auf die Expansion und Differenzierung von naiven T-Zellen, sondern 
auch der meisten anderen Lymphozyten-Klassen, wie B-, NK-  und NKT-Zellen 
(COLINO et al. 2002; FAYETTE et al. 1997; FERLAZZO et al. 2002; 
FERNANDEZ et al. 1999; FUJII et al. 2002; FUJII et al. 2003; GEROSA et al. 
2002; LITINSKIY et al. 2002; PICCIOLI et al. 2002; VINCENT et al. 2002; 
WYKES und MACPHERSON 2000). Da eine DZ mit 100- 3000 T-Zellen in 
Kontakt treten kann, werden nur wenige DZ benötigt, um eine Vielzahl von 
antigenspezifischen T-Zellen zu stimulieren (BANCHEREAU et al. 2000). Dabei 
werden nicht nur Effektor-T-Zellen, sondern auch Gedächtnis-T-Zellen 
generiert. Welche Zellart sich vornehmlich entwickelt hängt neben anderen 
Faktoren auch von der Dauer der DZ- T-Zell Interaktion ab. Dabei wird zur 
Generierung von Gedächtnis-T-Zellen eine kürzere Zeit der Bindung mit der DZ 
benötigt, als wenn sich eine Effektor-Immunantwort entwickeln soll (SALLUSTO 
und LANZAVECCHIA 2001). 
Es sind mindestens zwei Signale nötig, um eine Aktivierung der T-Zellen durch 
DZ zu gewährleisten (STEINMAN und INABA 1999) (Abb. 2).  























Abb. 2:  Polarisierung von Th1-Effektorzellen 
 
Das erste Signal wird über die Interaktion des MHC-Peptid-Komplexes mit dem 
für das präsentierte Peptid spezifischen TZR vermittelt. Die Bindung nicht-
antigenspezifischer kostimulatorischer Moleküle auf reifen DZ mit den auf der 
Oberfläche der T-Zelle entsprechenden Rezeptoren dient als zweites Signal 
zur Aktivierung der T-Zelle (Abb. 2). Nach vollständiger Aktivierung kommt es 
zur Induktion der IL-2 Synthese, welche essentiell für die folgende klonale 
Expansion von T-Zellen ist. Es folgt die Auswanderung von stimulierten, 
proliferierenden, antigen-spezifischen T-Zellen in die peripheren Gewebe. 
Wichtigste kostimulatorische Moleküle der reifen DZ sind CD80 (B7.1) und 
CD86 (B7.2). Sie treten in Interaktion mit dem konstitutiv auf der Oberfläche der 
T-Zelle exprimierten CD28-Molekül (SHARPE und FREEMAN 2002; 
STEINMAN et al. 1999). Ein weiterer wichtiger kostimulatorischer Faktor ist das 
auf DZ exprimierte CD40, das durch Bindung des CD40L (CD154) auf der T-
Zelle zu einer Erhöhung der IL-12 Produktion durch die DZ führt (CAUX et al. 
1994) und die Expression von CD80 und CD86 weiter verstärkt.  
Des Weiteren löst das von reifenden DZ produzierte IL-12 ein drittes Signal 
aus, das zur Th1-Differenzierung der stimulierten T-Zellen führt (MACATONIA 
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et al. 1995; MALDONADO-LOPEZ et al. 2001; MOULIN et al. 2000). Alternativ 
können auch andere Mitglieder der IL-12 Familie, wie IL-23 (LANGENKAMP et 
al. 2000) und IL-27 (TRINCHIERI et al. 2003), bzw. IFN-α eine Polarisierung 
der T-Zellen in Richtung Th1 vermitteln. Typische von Th1-Zellen sezernierte 
Zytokine sind IFNγ, IL-2, TNFα und TNFβ (Abb. 3). Mit diesen stimulieren sie 
vor allem zytotoxische T-Zellen (CTL) sowie Makrophagen und spielen somit 
eine bedeutende Rolle in CTL-vermittelteten zytotoxischen und 
inflammatorischen Prozessen (CHRISTOPHERS 2001) sowie bei viralen 
Infektionen (KOMASTU et al. 1998). 
Verschiedene Pathogene, wie zB. Schistosomen (MACDONALD et al. 2001; 
MACDONALD et al. 2002), Pilze (BOZZA et al. 2002; D'OSTIANI et al. 2000) 
und das Cholera Toxin (GAGLIARDI et al. 2000) induzieren, vermittelt durch 
DZ, klassische Th2-Immunantworten.  Allgemein dominieren bei Allergien und 
























Abb. 3:  Th1- und Th2-Immunantwort 
 
Mediatoren einer Th2-Immunantwort sind v.a. Histamin und das humane 
Thymus-Stroma-Lymphopoietin. Während Histamin durch Reduktion der IL-12 
Produktion die Induktion einer Th1-Immunantwort durch die DZ verhindert und 
die DZ stattdessen zur Produktion von IL-10 anregt (MAZZONI et al. 2001), 
bindet das humane Thymus-Stroma-Lymphopoietin selektiv an bestimmte TNF 
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sezernierende DZ (STEINMAN 2003b). Diese sind dadurch in der Lage, IL-4 
produzierende Th2-Zellen zu induzieren (SOUMELIS et al. 2002). 
DZ der Schleimhäute nehmen eine Sonderstellung ein. Sie sind in der Lage, 
regulatorische T-Zellen zu induzieren (AKBARI et al. 2002), die eine 
Immunantwort gegen harmlose Umweltantigene verhindern. Alternativ 
polarisieren diese z.B. in der Lunge lokalisierten DZ die T-Zellen zur 
Differenzierung in Th2-Zellen (CONSTANT et al. 2002). 
Es existieren verschiedene Theorien darüber, inwiefern bestimmte Faktoren für 
die Polarisierung von naiven Th-Zellen in Th1- oder Th2-Zellen verantwortlich 
sind. Dabei könnten Art (MACATONIA et al. 1995; O'GARRA 1998) und Dosis 
(BOONSTRA et al. 2003) des Antigens, der Wirt selbst (Alter, vorherige 
Infektionen) und die vorherrschenden Zytokine während der Antigenaufnahme 
(KALINSKI et al. 1999) eine wichtige Rolle spielen. Außerdem könnte der 
Subtyp der DZ einen Einfluss auf die Differenzierung der aktivierten T-Zellen 
haben. So sezernieren humane plasmazytoide DZ nur geringe Mengen an IL-
12, was eher zu einer Th2-Immunantwort führt, während myeloide DZ fähig 
sind, große Mengen an IL-12 zu synthetisieren und damit die naiven T-Zellen 
eher in Richtung Th1 zu polarisieren (RISSOAN et al. 1999). Jedoch sind auch 
myeloide DZ in Ausnahmefällen in der Lage, Th2-Immunantworten zu 
induzieren. Dies ist z.B. der Fall, wenn die DZ mit IL-10 oder PGE2 
vorbehandelt wurden (KALINSKI et al. 1999; STEINBRINK et al. 1997), oder die 
IL-12 Produktion bei reifen DZ erschöpft ist (KALINSKI et al. 1999). Außerdem 
hat das DZ- T-Zell Verhältnis einen Einfluss auf die Differenzierung der T-
Zellen. So konnten TANAKA et al. nachweisen, dass ein niedriges DZ- T-Zell 
Verhältnis eine Polarisierung in Richtung Th2 begünstigt (TANAKA et al. 2000). 
2.2.5 CD83  
Neben den bereits erwähnten kostimulatorischen Molekülen CD80 und CD86 ist 
CD83 der bisher beste Oberflächenmarker für reife DZ (BANCHEREAU et al. 
2000; ZHOU und TEDDER 1996). Daneben exprimiert auch eine Subpopulation 
von T- und B-Zellen CD83 (KOZLOW et al. 1993; ZHOU et al. 1992). 
Experimente von KRUSE et al. gaben erste Hinweise auf eine biologische 
2 Literaturübersicht  
 16
Funktion und Bedeutung des CD83-Moleküls (KRUSE, ROSORIUS, KRATZER, 
BEVEC et al. 2000). Durch Blockade des CD83 mRNA Transportes vom 
Zellkern ins Zytoplasma wurde die CD83 Expression auf der Zelloberfläche 
verhindert. Funktionell konnte in diesem Zusammenhang eine reduzierte DZ-
vermittelte allogene T-Zell Stimulation nachgewiesen werden. Ein ähnlicher 
Effekt konnte beobachtet werden, wenn reife DZ mit Herpes simplex Virus Typ 
1 (HSV-1) infiziert wurden. Auch hier war die Expression von CD83 auf der 
Zelloberfläche stark herunterreguliert. Die infizierten DZ zeigten ebenfalls eine 
verminderte Fähigkeit, allogene T-Zellen zur Proliferation zu stimulieren 
(KOBELT et al. 2003; KRUSE, ROSORIUS, KRATZER, STELZ et al. 2000). 
Darüber hinaus wurden ähnliche Befunde auch für Masern- (FUGIER-VIVIER et 
al. 1997) und Vaccinia-Virus infizierte DZ (ENGELMAYER et al. 1999; JENNE 
et al. 2000) berichtet.  
Lechmann et al. zeigten, dass eine DZ-vermittelte allogene Stimulation von T-
Zellen durch die Behandlung der DZ mit einer löslichen Form des CD83 
(sCD83) vollständig verhindert werden konnte (LECHMANN et al. 2002; 
LECHMANN et al. 2001). Ferner verhinderte die Applikation von sCD83 in vivo 
im murinen Modell für die humane Multiple Sklerose (EAE, Experimentelle 
Autoimmune Enzephalomyelitis) die Entwicklung der autoimmun induzierten 
Paralyse (ZINSER et al. 2006; ZINSER et al. 2004).  
Des Weiteren entwickeln CD83 knock-out Mäuse (CD83-/-) nachweisbar 
weniger CD4+ Lymphozyten im Thymus und 75-90% weniger CD4+ T-Zellen in 
der Peripherie (FUJIMOTO et al. 2002). Dies lässt vermuten, dass CD83 eine 
wichtige Rolle bei der Entwicklung einer zellulären Immunität spielt (HIRANO et 
al. 2006; SCHOLLER et al. 2002). Darüber hinaus schreiben neueste 
Erkenntnisse CD83 auch eine wichtige regulierende Funktion auf murinen B-
Zellen zu (BRELOER et al. 2007). Bei Patienten mit autoimmunbedingter 
rheumatoider Arthritis konnten erhöhte Werte von löslichem CD80, CD86 und 
CD83 in der Synovialis nachgewiesen werden (HOCK et al. 2006). 
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2.3 Autoimmunität 
Auch in gesunden Individuen existieren autoreaktive T-Zellen. Jedoch schützen 
normalerweise periphere Toleranzmechanismen, wie klonale Deletion, Anergie, 
immunologische Ignoranz sowie regulatorische Mechanismen, vor der 
Entstehung selbstreaktiver Immunreaktionen. 1899 beschrieb Paul Ehrlich zum 
ersten Mal das Phänomen der Autoimmunität und nannte es den „horror 
autotoxicus“. Hierbei kommt es zu einem Zusammenbruch der Selbsttoleranz. 
Aktivierte autoreaktive T-Zellen differenzieren zu pathogenen Effektorzellen 
(LUDEWIG et al. 2001) und greifen körpereigene Zellen an. Genetische 
Prädispositionen (KANTARCI et al. 2002) können die Entwicklung einer 
Autoimmunerkrankung begünstigen, aber auch Infektionen kommen als 
Auslöser in Frage. Dem kann z.B. eine Kreuzreaktivität zwischen einem 
Selbstantigen und einem mikrobiellen Antigen zugrunde liegen („molecular 
mimikry“) (BROCKE et al. 1998). Die für das mikrobielle Epitop spezifische T-
Zelle wird durch die Infektion aktiviert, jedoch anschließend von Zellen 
restimuliert, die das kreuzreagierende, körpereigene Peptid exprimieren 
(GROGAN et al. 1999). 
DZ nehmen eine Schlüsselrolle sowohl bei der Induktion als auch bei der 
Erhaltung einer Autoimmuniät ein (DRAKESMITH et al. 2000; LUDEWIG et al. 
2001). Bei organspezifischen Autoimmunerkrankungen infiltrieren DZ das 
Zielgewebe, wo sie die immunologische Selbsterkennung durch Aktivierung von 
T- und B-Zellen aufrechterhalten und ektopische lymphatische Gewebe 
organisieren (LUDEWIG et al. 2001). Bei neuro-inflammatorischen Zuständen, 
wie z.B. bei der Multiplen Sklerose (MS) und ihrem Tiermodell, der EAE, 
akkumulieren DZ in der cerebrospinalen Flüssigkeit (CSF) und in den Geweben 
des Zentralen Nervensystems (ZNS) (FISCHER et al. 2000; GRETER et al. 
2005; KIVISAKK et al. 2004; MATYSZAK und PERRY 1996; PASHENKOV et 
al. 2001; PLUMB et al. 2003; SERAFINI et al. 2000). 
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2.4 Multiple Sklerose (MS) 
Bei der MS handelt es sich um eine organspezifische neuro-immunologische 
Erkrankung des ZNS. Sie tritt häufiger in Europa und Nordamerika auf als in 
südlichen Regionen der Erde. Frauen sind dabei im Verhältnis 2:1 häufiger 
betroffen als Männer. Die Patienten zeigen meist im Alter von 20- 40 Jahren die 
ersten Symptome. Diese variieren von mild (Müdigkeit, Taubheit in den 
Gliedmaßen) bis schwerwiegend (Visusverlust, Paralyse). Die Krankheit kann 
akut, rezidivierend (85%; (SCHUMACHER G.A. 1965) oder chronisch 
progressiv verlaufen. Die genauen Ursachen der Krankheit sind noch ungeklärt. 
Diskutiert werden verschiedene auslösende Faktoren, wie z.B. eine virale 
Infektion (z.B. Humanes Herpes Virus Typ 6 (HHV-6; (STEINMAN und 
OLDSTONE 1997), Stress oder Hormone. Zusätzlich lässt sich bei 3- 15% der 
Patienten eine familiäre Häufung feststellen. KANTARCI et al. konnten einen 
Zusammenhang zwischen verschiedenen HLA Genen, wie HLA-DR2, HLA-A3, 
-B7 und – CW7, und dem Auftreten der Krankheit aufzeigen (KANTARCI et al. 
2002). 
Bei MS handelt es sich um eine CD4+ T-Zell vermittelte Autoimmunerkrankung. 
Für folgende Selbstantigene des ZNS sind autoreaktive CD4+ T-Zellen im 
Zusammenhang mit der Pathogenese der MS isoliert worden: Myelin Basisches 
Protein (MBP), Myelin assoziiertes Glykoprotein (MAG), Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und Proteolipidprotein (PLP) 
(NOSEWORTHY et al. 2000; O'CONNOR et al. 2001). Das Zytokinmuster der 
aktivierten Zellen ist nicht eindeutig einer Th1- oder Th2-Immunantwort 
zuzuordnen, es ist abhängig von der jeweiligen Phase der Erkrankung 
(CORREALE et al. 1995). Jedoch scheinen Th1 Lymphozyten und ihre 
proinflammatorischen Produkte (IL-2, IFNγ und TNFα) die Hauptrolle bei der 
Initiierung und/oder Ausweitung der Autoimmunerkrankung zu spielen. Ob sich 
primär eine Th1 oder Th2 Immunantwort entwickelt ist abhängig vom jeweiligen 
Zytokinmilieu, dass während der Präsentation des Antigens vorherrscht, wie 
auch von der Art des Peptides und den beteiligten kostimulatorischen 
Molekülen (CONSTANT und BOTTOMLY 1997; O'GARRA 1998). Bestimmte 
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Zytokine können die Expression von MHC-I Antigenen bei Oligodendrozyten 
induzieren, welche sie zum Ziel einer CD8+ vermittelten, zytotoxischen 
Immunantwort machen (GRENIER et al. 1989; TSUCHIDA et al. 1994). Es 
kommt zur Demyelinisierung der Axone der Neuronen der weißen Substanz des 
ZNS. Die entstandenen Läsionen werden auch als „Plaques“ bezeichnet. Durch 
die Zerstörung von Gliazellen und v.a. Oligodendrozyten während eines akuten 
Krankheitsschubes entstehen Vernarbungen der Glia, sog. „Sklerosen“. 
Mögliche Mechanismen der Schädigung sind die Antikörper-abhängige 
Zytotoxizität, die durch Makrophagen vermittelt wird, die 
Komplementaktivierung durch Myelin bindende Antikörper (GENAIN et al. 1999; 
IGLESIAS et al. 2001), sowie die direkte Zerstörung der Oligodendrozyten 
durch aktivierte CD8+ T-Zellen oder durch von aktivierten Leukozyten 
sezernierte Effektormoleküle (NOSEWORTHY et al. 2000). 
Das von SERAFINI et al. vorgeschlagene Modell der Immunpathologie der MS 
stellt die Rolle der DZ in der Pathogenese der MS in den Vordergrund 
(SERAFINI et al. 2006). Dabei nehmen DZ Myelin auf und reifen noch im 
perivaskulären Raum des Gehirnparenchyms. Sie durchbrechen die 
Immuntoleranz gegen ZNS Antigene und unterstützen die Expansion von 
vornehmlich CD8+ T-Zellen. Dieses Wissen ist wichtig bei der Entwicklung von 
Strategien zur MS Immuntherapie, welche die DZ im ZNS als Angriffspunkt 
vorsehen. Bestimmte systemisch verabreichte Medikamente können die BHS 
nicht überwinden und sind somit nicht in der Lage, die DZ- T-Zell Interaktionen 
im ZNS zu beeinflussen (MASSACESI 2002). Dennoch besteht die Möglichkeit, 
intrazerebellär rekrutierte DZ medikamentell so zu beeinflussen, dass sie eher 
regulierend wirken anstatt eine ZNS Autoimmunität zu begünstigen 
(STEINMAN, HAWIGER und NUSSENZWEIG 2003).  
Immunosuppressive Moleküle, die allein oder hauptsächlich auf DZ wirken, 
bergen ein großes therapeutisches Potential. So konnte kürzlich gezeigt 
werden, dass durch die Blockade der DZ- Aktivierung durch eine lösliche Form 
des CD83- Moleküls die klinischen Symptome einer EAE stark reduziert werden 
konnten (ZINSER et al. 2004). Obwohl bereits einige immunmodulierende 
Medikamente, wie z.B. Cyclosporin A, IFNβ und Copaxon 1, einige positive 
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Effekte gezeigt haben (AHARONI et al. 2000; JOHNSON und BARINGER 
2001; NEUHAUS et al. 2001), bedarf es nach wie vor der Entwicklung neuer 
Therapieregime, um MS Patienten noch effizienter und mit geringeren 
Nebenwirkungen behandeln zu können. Da neuartige Therapieansätze zuerst in 
präklinischen Studien getestet werden müssen, wurde für die vorliegende 
Dissertation das Tiermodell der MS, die EAE, verwendet. 
 
2.5 Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) 
Die EAE ist, im Gegensatz zur MS, eine erworbene, strikt MHC-II restringierte 
CD4+ Th1-Zell vermittelte Erkrankung des ZNS. Ihr Verlauf ist entweder akut 
oder chronisch-rezidivierend. Man kann sie bei empfänglichen Tieren entweder 
direkt durch Immunisierung mit antigenen Bestandteilen des Myelin oder durch 
den Transfer anti-Myelin spezifischer CD4+ T-Zellen bzw. Selbstantigen-
präsentierender in vitro gereifter DZ induzieren (BEN-NUN et al. 1981; 
PETTINELLI und MCFARLIN 1981; WEIR et al. 2002). Es konnte für fast jeden 
empfänglichen Mausstamm ein MHC-II restringiertes enzephalitogenes Myelin 
Peptid identifiziert werden (RAO und SEGAL 2004). Dazu zählen MBP, PLP 
und MOG. Die Schlüsselrolle von CD4+ T-Zellen als Effektorzellen bei der EAE 
konnte eindeutig durch Transfer Studien belegt werden (KUCHROO et al. 1991; 
PETTINELLI und MCFARLIN 1981; ZAMVIL et al. 1985). In einigen EAE 
Modellen tragen des Weiteren demyelinisierende Autoantikörper und 
möglicherweise auch CD8+ T-Zellen zur Pathogenese der EAE bei 
(MCGEACHY und ANDERTON 2005). 
Th1 Zellen sind an der für organspezifische Autoimmunerkrankungen typischen 
Gewebsschädigung beteiligt. Autoreaktive Th2 Zellen hingegen werden bei 
organspezifischen Autoimmunerkrankungen, einschließlich der EAE und MS, 
als Suppressorzellen oder einfache „Bystander“ angesehen (CUA et al. 1995; 
KHORUTS et al. 1995). IL-13 produzierende Vektor-Zellen vermindern die 
Inzidenz und Schwere der EAE (CASH et al. 1994). Die Injektion ZNS-reaktiver 
Th2 Zellen, die IL-4 und IL-10 produzieren, kann die Induktion einer EAE 
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verhindern (CUA et al. 1995). Eine Behandlung mit IL-4 kann die Krankheit 
ebenfalls unterdrücken (RACKE et al. 1994). Dabei steigt die Schwere der 
Erkrankung bei IL-4-/- Mäusen nicht etwa an, sie erholen sich auch in gleichem 
Maße wie Wildtyp Mäuse (BETTELLI et al. 1998). Von einer Therapie, die 
darauf zielt die anti-Myelin Immunantwort in Richtung Th2 zu verändern, ist 
jedoch abzusehen, da dies im Versuch mit Primaten zu schweren 
Enzephalomyelitiden führte (GENAIN et al. 1996). 
Die EAE ist der Prototyp einer Th1 vermittelten organspezifischen 
Autoimmunerkrankung. IFNγ, das charakteristischste Th1 Zytokin, nimmt dabei 
unerwarteten Einfluss auf den Verlauf der Krankheit. So führte die Injektion von 
neutralisierenden IFNγ -Antikörpern zu einer Verschlimmerung der Erkrankung. 
Die Applikation von rekombinantem IFNγ hingegen hatte einen protektiven 
Effekt (DUONG et al. 1994; DUONG et al. 1992; HEREMANS et al. 1996; 
LUBLIN et al. 1993). Außerdem konnte in IFNγ -/- bzw. IFNγ -Rezeptor knock-out 
Mäusen erfolgreich eine EAE induziert werden, wobei die transgenen Tiere, im 
Vergleich zur Wildtypgruppe, einen höheren klinischen Score erreichten 
(FERBER et al. 1996; KRAKOWSKI und OWENS 1996; SEGAL et al. 1998; 
WILLENBORG et al. 1996) und eine verzögerte Erholungsphase zeigten 
(WILLENBORG et al. 1996). IFNγ scheint also paradoxerweise das Entstehen 
einer EAE, entweder während der spezifischen Stimulation enzephalitogener 
Effektorzellen oder im weiteren Verlauf bei der Bildung demyelinisierter 
Plaques, zu supprimieren und außerdem eine wichtige Rolle während der 
Rekonvaleszenzperiode zu spielen. Ähnliche Ergebnisse mit TNFα und LT-α 
defizienten Mäusen deuten darauf hin, dass keines der Th1 Zytokine tatsächlich 
für die Pathogenese der EAE notwendig ist (FREI et al. 1997; LIU et al. 1998; 
SEAN RIMINTON et al. 1998). EUGSTER et al. konnten zeigen, dass TNFα 
während der Induktionsphase der EAE eine proinflammatorische Wirkung 
entfaltet (EUGSTER et al. 1999), wohingegen KASSIOTIS et al. ihm während 
der Regressionsphase eher eine immunsupprimierende Wirkung zuschrieben 
(KASSIOTIS und KOLLIAS 2001). Sowohl TNF- α als auch IFN-γ haben also 
unter bestimmten Umständen auch eine antiinflammatorische Wirkung (LIU et 
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al. 1998). Somit wirken die am inflammatorischen Geschehen beteiligten 
Immunzellen auch neuroprotektiv. Die Entzündung trägt somit ganz 
entscheidend zur Heilung der Läsionen bei, was möglicherweise durch die 
Produktion von Wachstumsfaktoren begründet ist (KERSCHENSTEINER et al. 
1999). 
SEGAL et al. untersuchten die Rolle der Zytokine des angeborenen 
Immunsystems (SEGAL 2005). IL-23 wird von aktivierten Makrophagen, DZ und 
Mikroglia produziert. Es ist in der Lage, eine Differenzierung in Richtung Th1 zu 
vermitteln (LI et al. 2007; PARHAM et al. 2002; THAKKER et al. 2007; TOUIL et 
al. 2006; TRINCHIERI 2003).  
Im Gegensatz zu den Th1 spezifischen Zytokinen scheint IL-12 in jedem bisher 
untersuchten EAE-Modell von essentieller Bedeutung zu sein (BAGAEVA et al. 
2003; BECHER et al. 2002; CHANG et al. 1999; CONSTANTINESCU et al. 
1998; CUA et al. 2003; LEONARD et al. 1995; SEGAL et al. 2000; SEGAL et al. 
1998; SEGAL et al. 1997; SEGAL und SHEVACH 1996). IL-12 stimuliert 
Myelin-spezifische T-Zellen dazu, Chemokin Rezeptoren und 
Adhäsionsmoleküle zu exprimieren, die für die Passage der BHS von 
Bedeutung sind (BAGAEVA et al. 2003). Auch bei MS Patienten gibt es 
Hinweise, dass eine systemische Dysregulation der IL-12 Produktion vorliegt. 
Die pathogenen Effekte des IL-12 können durch endogenes IL-10 antagonisiert 
werden (SEGAL et al. 1998), was v.a. in der Phase der Remission zum Tragen 
kommt. Eine therapeutische Verabreichung von exogenem IL-10 stellte sich als 
problematisch heraus, und schien am effektivsten, wenn IL-10 gezielt ins ZNS 
eingebracht wurde (CROXFORD et al. 2001). 
DZ, die v.a. perivaskulär in entzündlichen Infiltraten nachzuweisen sind 
(MATSUMOTO und FUJIWARA 1986; MATSUMOTO et al. 1986; MATYSZAK 
und PERRY 1996; SUTER et al. 2000), scheinen erst im entzündeten ZNS zu 
reifen (SERAFINI et al. 2000), anschließend eine Schlüsselrolle in der 
Aktivierung einer Th1-Immunantwort (STEINMAN 1996a) einzunehmen und für 
das Fortschreiten der Krankheit mit verantwortlich zu sein. Dagegen sind lokale 
APZ des ZNS sowohl an der Ausweitung als auch an der Regulierung der 
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Immunreaktion beteiligt (BEHI et al. 2005). Während der Th1 Immunantwort 
werden neben proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-12 und TNFα auch anti-
inflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-10 und TGFβ sezerniert (JANDER et al. 
1998; KIEFER et al. 1998; RENNO et al. 1995). Die Gabe von exogenem TGFβ 
reduziert die Schwere einer EAE, wahrscheinlich durch Inhibierung der T-Zell 
Expansion bzw. direkter Inhibierung der Aktivierung von Makrophagen in EAE 
Läsionen (RACKE et al. 1991; TSUNAWAKI et al. 1988).  
Die ins ZNS eingedrungenen Myelin-reaktiven T-Zellen werden 
höchstwahrscheinlich im ZNS von den dort ansässigen APZ, wie z.B. 
Makrophagen oder Mikroglia, reaktiviert, die konstitutiv Myelin-Peptid - MHC-
Komplexe präsentieren (KAWAKAMI et al. 2004). Anschließend verbleiben die 
T-Zellen im perivaskulären Raum (CROSS et al. 1990) und produzieren 
Chemokine (wie z.B. CCL5,  CCL3, CCL4), die wiederum Gliazellen zur 
Sekretion von Chemokinen stimulieren können. Dies führt zur Aktivierung 
weiterer T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen. Antikörper gegen Myelin 
Antigene aktivieren gleichzeitig das Komplementsystem, was zum 
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (BHS) führt. Zytotoxische Substanzen, 
wie NO oder TNFα, induzieren die Apoptose von Oligodendronzyten. In 
späteren Phasen der inflammatorischen Demyelinisierung scheinen „lymphoide 
Chemokine“, wie CCL21 (SLC), CCL19 (ELC) und CXCL13 (BLC) von 
Bedeutung zu sein, die normalerweise in sekundären lymphatischen Organen 
exprimiert werden. Sie sind dort verantwortlich für die homöostatische 
Zirkulation von T-Zellen, DZ und B-Zellen durch T- und B-Zell reiche Regionen 
zur Förderung von Zell-Zell-Interaktionen (CYSTER 1999). Während der 
chronischen Phase einer EAE oder MS sind abnorm erhöhte Werte dieser 
Chemokine im Rückenmark und im Gehirn nachweisbar (ALT et al. 2002; 
COLUMBA-CABEZAS et al. 2003; MAGLIOZZI et al. 2004; PASHENKOV et al. 
2003; SERAFINI et al. 2004). SEGAL et al. postulieren deshalb, dass 
lymphoide Chemokine an der Formation organisierter inflammatorischer 
Infiltrate während der chronischen Phase einer EAE oder MS beteiligt sind und 
klinische Rezidive, sowie ein Fortschreiten der Krankheit vermitteln (SEGAL 
2005). 
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Die Erholungsphase einer EAE korreliert u. a. mit erhöhten IL-4 und IL-10 
mRNA Werten im ZNS (KENNEDY et al. 1992). In Zusammenhang mit einer 
Verbesserung der klinischen Symptome erhöht sich, wie auch bei anderen 
autoimmunen Modellerkrankungen, die Zahl IL-10 produzierender CD4+CD25+ 
regulatorischer T-Zellen (MALOY und POWRIE 2001). Des Weiteren kann bei 
der Remission einer EAE ein Wechsel von einer Th1 zu einer Th2 Polarisierung 
nachgewiesen werden (CHEN et al. 1998).  
In der vorliegenden Arbeit wurden Mäuse des Stammes C57BL/6 (H-2b MHC-
Haplotyp) mit dem MOG35-55 Peptid immunisiert, welches eine chronische Form 
der EAE induziert (MENDEL et al. 1995). Es wird an der äußersten Lamelle der 
Myelinscheide und auf Oligodendrozyten exprimiert, wo es normalerweise vor 
Immunzellen ungeschützt ist. Die bei der durch MOG induzierten EAE 
zahlreichen, pathologischen Läsionen entsprechen denen bei MS (ADELMANN 
et al. 1995; JOHNS et al. 1995; STORCH et al. 1998). Immunpathologisch 
entspricht diese Form den frühen inflammatorischen Phasen einer MS 
Erkrankung (JUEDES et al. 2000). Die Tiere werden s.c. mit einer Emulsion aus 
Myelin Antigen und komplettem Freund’s Adjuvans (CFA), welches hitze-
inaktivierte Mykobakterien (Mycobacterium tuberculosis) enthält, immunisiert. 
Umliegende DZ nehmen das injizierte Selbstantigen auf. Die bakteriellen 
Bestandteile der Emulsion bewirken, vermittelt über IFN-α (LE BON et al. 2001), 
die Reifung der DZ und damit die Produktion von IL-12, welches durch die 
Induktion einer Th1-Immunantwort die Empfänglichkeit gegenüber 
autoimmunen Erkrankungen erhöht (HENDERSON et al. 1997; SEGAL et al. 
1998). Zusätzlich erhalten die Tiere zwei Injektionen mit Pertussis Toxin 
(Bordetella pertussis), welches zu einer erhöhten vaskulären Permeabilität der 
BHS führt und die Proliferation der T-Zellen weiter antreibt (HOFSTETTER et 
al. 2002; LINTHICUM et al. 1982). Die reifenden DZ migrieren zu den 
regionären Lymphknoten, präsentieren dort das Myelin Antigen im Komplex mit 
MHC-II und aktivieren so autoreaktive Myelin-spezifische T-Zellen. Dabei sind 
als kostimulatorische Moleküle neben CD40 (GREWAL et al. 1996) besonders 
CD80 und CD86 von großer Bedeutung.  
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Die vollständig aktivierten autoreaktiven T-Zellen wandern zum ZNS aus, um ihr 
Zielantigen aufzusuchen. Die geschlossene endotheliale Schicht der Blut-Hirn-
Schranke (BHS), die Abwesenheit von DZ im Parenchym des ZNS 
(MCMENAMIN 1999; SEROT et al. 1997) und das, durch die Produktion von 
antiinflammatorischen Zytokinen und der Expression von Fas-L (vermittelt eine 
T-Zell Apoptose) vorherrschende immunsuppressive Milieu (IRANI et al. 1997) 
schützt das ZNS als sog. immunprivilegierte Region normalerweise vor jeglicher 
pathologischer Immunreaktion (BEHI et al. 2005). T-Zell vermittelte 
immunologische wie entzündliche Prozesse führen jedoch zu einer erhöhten 
Permeabilität der BHS. Weitere Entzündungszellen, wie Monozyten, CD8+ T-
Zellen und B-Zellen, aber auch Komplementfaktoren können nun ins ZNS 
gelangen (KUBES und WARD 2000; ZANG et al. 2004). Zusätzlich induzieren 
aktivierte T-Zellen, durch die von ihnen sezernierten Zytokine, die Aktivierung 
von Makrophagen und lokalen Mikroglia Effektorzellen (CARSON et al. 1998; 
SHRIKANT und BENVENISTE 1996), was zur destruktiven Schädigung des 
umliegenden Gewebes und der für MS bzw. EAE typischen Demyelinisierung 
führt (COMPSTON und COLES 2002).  
Die eigentlichen Krankheitssymptome treten normalerweise ab Tag 10 nach 
Immunisierung mit dem MOG Peptid auf. Klassisch zeigen die Tiere als Korrelat 
zu Läsionen im Bereich des Klein- und/oder Stammhirns eine Ataxie, der, 
bedingt durch den Verlust motorischer und sensorischer Nervenimpulse 
innerhalb demyelinisierter Bereiche des Rückenmarks, eine aufsteigende 
Paralyse folgt (SEGAL 2005). Ein Maximum der Symptome wird um den Tag 20 
erreicht (Abb. 4). 
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Abb. 4:  Verlauf einer EAE, Grad der Paralyse bemessen durch klinischen Score 
 
Danach sinkt die Zahl MOG-spezifischer T- Zellen innerhalb des ZNS, die 
Symptome klingen ab und die Erkrankung geht in eine stabile chronische Phase 
über.  
2.5.1 Behandlungsstrategien zur Therapie der EAE und Übertragbarkeit 
auf den Menschen (MS) 
Neueste Erkenntnisse zur Immunpathologie der MS haben zur Entwicklung 
einer Vielzahl von biologischen Behandlungsstrategien, einschließlich IFNβ, 
Copaxon und intravenösen Immunglobulinen geführt. Auch wenn diese 
teilweise moderate Effekte bei rezidivierendem Krankheitsverlauf zeigten, ist 
ihre Wirksamkeit bei einer chronischen MS heftig umstritten. Mögliche Gründe 
dafür sind die ungenügende Repräsentativität der Tiermodelle für das Spektrum 
an Erkrankungsformen beim Menschen und Unterschiede zwischen der 
Pathologie der rezidivierenden und der chronischen Form der MS. Obwohl 
schon viele bei Nagern erfolgreich getestete Medikamente bei der Anwendung 
am Menschen ihre Wirkung verfehlten, bleibt bis heute die EAE bei Nagern das 
Tiermodell der Wahl (WIENDL und HOHLFELD 2002). Klinische Studien mit T-
Zell depletierenden monoklonalen Antikörpern (COLES et al. 1999) und anti-
VLA-4-Antikörpern, welche die Adhäsion und damit die Transmigration 
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mononukleärer Zellen aus dem Blut durch die beschädigte BHS ins ZNS 
verhindern sollen (MILLER et al. 2003), werden derzeit noch durchgeführt. 
Doch auch hier zeigen die ersten Ergebnisse klinischer Studien gravierende 
Nebenwirkungen (KHALILI et al. 2007). Daher ist die Entwicklung neuer 
Strategien zur Therapie der MS notwendig. 
 
2.6 Macrocyclic Carbon Suboxide (MCS) 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine makrozyklische Substanz (MCS-18) auf 
ihre immunmodulierende Wirkung auf DZ und ihr Potential in der Therapie der 
MS hin untersucht. Bioregulatorisch aktive Substanzen sind meist Peptide, 
Kohlenhydrate, Steroide oder Lipide, bzw. eine Mischung aus den genannten 
(Rompp Lexikon). Der pharmakotherapeutische Einsatz der genannten 
Substanzgruppen ist jedoch oft begrenzt, da dieser sehr häufig mit dem 
Auftreten schädlicher Nebenwirkungen einhergeht (GILMAN 1991). Der Einsatz 
solcher immunmodulierenden Substanzen konnte bisher noch nicht in 
klinischen Tests zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie z.B. der 
Rheumatoiden Arthritis oder der Multiplen Sklerose (MS) überzeugen.  
Um dies zu erreichen waren daher weitere Anstrengungen u.a. auf der Ebene 
der Grundlagenforschung notwendig. 
Diesbezüglich konnte die Biotech Firma „Donatur GmbH“ aus München eine 
neuartige bioregulatorisch aktive makrozyklische Substanzgruppe identifizieren 
und auch im Jahre 2001 patentieren (Patent Nr.: US 6,187,810 B1; 
13.02.2001). Der strukturelle Rahmen der als „Macrocyclic Carbon Suboxide“ 
(MCS) bezeichneten Substanz ist durch Zyklooligomerisation des 
anorganischen Kohlenstoff Suboxid C3O2 charakterisiert, das als 
Ausgangsmaterial für die Herstellung der aktiven Substanz dient (Abb. 5).  
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Abb. 5: chemische Struktur der makrozyklische Substanz MCS (Macrocyclic 
Carbon Suboxide) (modifiziert nach Patent Nr.: US 6,187,810 B1)  
 
Es konnte nachgewiesen werden, dass die aktiven MCS-Substanzen in 
Abhängigkeit von ihrer Konzentration und molaren Masse die Aktivität der 
Na+/K+-ATPase effektiv inhibieren (KEREK et al. 2002; STIMAC et al. 2003; 
2005).  
Die Na+/K+-ATPase ist ein ubiquitär im Körper vorkommendes Enzym. Es ist 
grundlegend beteiligt an der Aufrechterhaltung wichtiger Zellfunktionen, wie der 
Regulierung der intra- und extrazellulären Ionenkonzentration durch aktiven 
Membrantransport, und kontrolliert wichtige immunregulatorische Prozesse. Die 
Substanz hat außerdem einen inhibitorischen Effekt auf einige weitere Enzyme, 
wie z.B. Kollagenasen, Hyaluronidasen und Phosphokinasen.  
In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die aktiven Substanzen, 
sowohl bei kranken als auch bei gesunden Personen, in hohem Maße die 
Aktivierung pathologisch aktivierter Killer Zellen (K Zellen) und anderer 
Lymphozyten der Antikörper-abhängigen zellulären Zytotoxizität (ADCC) zu 
unterdrücken im Stande waren. Im Gegensatz dazu wurde die Aktivierung 
natürlicher Killerzellen (NK Zellen) der spontanen, zellulären Zytotoxizität 
differenzierter beeinflusst. Bei rheumatischen Patienten wurde die pathologisch 
überstimulierte spontane Zytotoxizität deutlich unterdrückt, wohingegen man bei 
gesunden Personen keinen signifikanten Einfluss auf die spontane Zytotoxizität 
feststellen konnte (NICA 2005). Zusätzlich entwickelten die Substanzen bei 
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lokaler Applikation einen starken, sofort einsetzenden, spasmolytischen und 
analgetischen Effekt.  
Die aktiven Substanzen könnten somit für eine Kausaltherapie bei Rheuma 
bzw. zur Vermeidung von Transplantatabstoßungen oder zur Therapie 
autoimmuner Erkrankungen genutzt werden.  
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die immunmodulatorische Wirkung von 
MCS-18, einem Substanz-Gemisch, in vitro an humanen DZ und in vivo im 
EAE-Modell getestet. 
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3 Tiere, Material und Methoden 
3.1 Geräte 
Haereus Megafuge 2.0RS, Hanau, Deutschland 
Eppifuge: Biofuge pico, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland 
Wasserbad Julabo SW20, Seelbach, Deutschland 
Brutschrank, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland 
Kühlschränke (4 °C), Liebherr, Deutschland 
Gefrierschränke (-20, -80 °C), Liebherr, Deutschland 
FACScanTM, BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland 
ELISA-Washer :Columbus-Washer, TECAN, Salzburg, Österreich 
Photo-Spektrometer: Multiskan® Plus, Labsystems, Frankfurt, Deutschland 
Wallac-Reader, Wallac Oy ,Turku, Finnland 
ICH-110 Erntegerät, Inotech, Dottikon, Schweiz 
Mikroplattenzähler, Wallac, Turku, Finnland 
Kryotom Kryocut CM 2000, Leica, Bensheim, Deutschland 
Mikroskope, Leica, Bensheim, Deutschland 
Fotokamera, Nikon Coolpix 4500, Japan 
MACS Magnetplatte, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Improved Neubauer-Zählkammer, Brand, Deutschland 
3.2 Verwendete Computerprogramme 
Lysis IITM-Software  
CellQuestTM-Software (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) 
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Microsoft Word (Version Office 2003) 
Microsoft Power Point (Version Office 2003) 
Microsoft Excel (Version Office 2003)  
OpenLab 2.1.3 (Improvision) 
Origin 7.5G SR3, OriginLab Corporation, USA 
 
3.3 Standardlösungen, Puffer und Medien 
Carbonatpuffer (pH 9,5) 
8,4 g  NaHCO3 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
3,56 g  Na2CO3 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
 → auf 1000 ml mit H2O auffüllen 
 → Einstellen des pH-Wertes auf 9,5 
 
DZ-Medium 
    RPMI 1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgium) 
 10 mM  HEPES pH 7.5 (Gibco, BRL, Karlsruhe, Deutschland) 
 100 U/ml Penicillin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 100 µg/ml Streptomycin  (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 2 mM   L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 1%   autologes, hitzeinaktiviertes (56 °C, 30 min) Plasma 
 
Einfriermedium für NAF (für 50 ml): 
 38,75 ml 20% Humanes Serum Albumin (HSA) (Octapharma, 
   Deutschland) 
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 5 ml  DMSO (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 6,25 ml 40%ige Glucose 
 
ELISA-Waschpuffer: 
   PBS (BioWhittaker, Cambrex, Belgien) 
 0,1%  Tween-20 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
  
FACS-Puffer: 
   PBS (BioWhittaker, Cambrex, Belgien) 
 5%  sterilfiltriertes, hitzeinaktiviertes FKS  
 1%  10%iges Natriumazid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
 
2% ige Formaldehydlösung 
   PBS (BioWhittaker, Cambrex, Belgien) 
2%   Formaldehyd (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
 
HL-1-Medium (komplett): 
 500 ml  HL-1-Medium (BioWhittaker, Verviers, Belgien) 
 100 U/ml  Penicillin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 100 µg/ml  Streptomycin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtld.) 
  2 mM   L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtld.) 
 50 µM   2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,  
    Dtld.) 
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MACS-Puffer 
   PBS (BioWhittaker, Cambrex, Belgien) 
 2,5%  20% Humanes Serum Albumin (Octapharma) 
 
Migrationsmedium 
   RPMI 1640 (Bio Whittaker, Cambrex, Belgien) 
 1%  20% Humanes Serum Albumin (HSA) (Octapharma) 
 1%  BSA 
 1%  Penicillin/ Streptomycin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtld.)  
 1%   L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 500 U/ml  GMCSF (Cell Genix) 
 500 U/ml IL-4 (Cell Genix) 
 
MLR-Medium 
   RPMI 1640 (Bio Whittaker, Cambrex, Belgien) 
 5%  Humanes AB-Serum (h.i.,  gesunder einzelner Spender) 
10 mM HEPES pH 7.5 (Gibco, BRL, Karlsruhe, Deutschland) 
 100 U/ml Penicillin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 100 µg/ml Streptomycin  (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 2 mM   L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
 
Natrium-Phosphatpuffer (pH 6,5) 
 11,8 g  Na2HPO4  
 16,1g  NaH2PO4 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
 → auf 1000 ml mit H2O auffüllen 
 → Einstellen des pH-Wertes auf 6,5 
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3.4 Spezielle Reagenzien 
3.4.1 Stimulantien und Zytokine 
Stimulantien eingesetzte Konzentration Bezugsquelle 
GMCSF 400 bzw. 800 U/ml Cell Genix 
IL-2 500 U/ml Proleukin 
IL-4 250 U/ml Cell Genix 
TNFα 10 ng/ml Beronum (Boehringer Ingelheim) 
PGE2 1 µg/ml Minprostan E2 (Pharmacia) 
IL-1β 200 U/ml Strathmann Biotech 
IL-6 1000 U/ml Strathmann Biotech 
 
3.4.2 Peptide 
Peptid eingesetzte Konzentration Bezugsquelle 
MOG35-55 (> 95% Reinheit) 
Aminosäuresequenz: 
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK 
2 mg/ml H20 ad inj. 
entspricht mind. 95 µg MOG 
pro Maus 
Sigma-Genosys 
Ltd., Cambridge, UK 
 
3.4.3 Kits 
CBA-Kit Human Th1/Th2 IL-2, -4, -5, -10, IFNγ, TNFα, BD Pharmingen 
CBA-Kit Maus Th1/Th2 IL-2, -4, -5, IFNγ, TNFα, BD Pharmingen 
Immunhistologie-Färbe Kit, Dako Chem Mate™Detection Kit, DAKO 
ELISA Maus-Kit: IL-2, -4, -10, IFNγ, BD Pharmingen 
ELISA Human-Kit: IL-2, -4, -5, -6,  -10, IFNγ, TNFα, BD Pharmingen / R&D 
rh AnnexinV/PJ FITC Kit, Bender MedSystems 
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3.5 Antikörper 
Antigen Konjugat Isotyp Bezugsquelle 
CD4 CyChr mIgG1 BD Pharmingen 
CD4 FITC rat IgG2a BD Pharmingen 
CD8 CyChr mIgG1 BD Pharmingen 
CD14 PE mIgG2b BD Pharmingen 
CD25 PE Rat/ mIgG1 BD Pharmingen 
CD69 PE mIgG2b BD Pharmingen 
CD80 (B7.1) PE mIgG1 BD Pharmingen 
CD83 PE mIgG1 BD Pharmingen 
CD86 (B7.2) PE mIgG2b BD Pharmingen 
CCR7 PE mIgG2a R&D 
 
Isotyp Konjugat Bezugsquelle 
rat IgG1  PE BD Pharmingen 
rat IgG2a FITC BD Pharmingen 
mIgG2b PE BD Pharmingen 
mIgG2a PE BD Pharmingen 
mIgG1 PE BD Pharmingen 
mIgG1 CyChr BD Pharmingen 
rat IgG2a  Bio BD Pharmingen 
 
Antigen Konjugat Konzentration Bezugsquelle 
Annexin V FITC 1:50 Bender MedSystems 
Propidiumjodid PE 1:1000 Bender MedSystems 
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3.6 Kultivierung des Hybridoms 30G12 zur Gewinnung von 
anti-CD45 Antikörperkonzentrat 
Das monoklonale anti-CD45 Antikörper produzierende Hybridom 30G12 wurde 
dankenswerterweise von Lydia Sorokin (Lund, Schweden) zur Verfügung 
gestellt und in RPMI mit 10% FKS bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Nach fünf 
Tagen in Kultur wurde die Zellsuspension zentrifugiert und der Überstand nach 
Sterilfiltration (70 µm Porengröße) bei 4 °C aufbewahrt. 
 
3.7 Verwendete Mausstämme (Genehmigung der Tierversuche) 
Die für die Experimente benötigten C57Bl/6 Mäuse wurden von Charles River 
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen oder aus eigener Zucht entnommen. 
Vorwiegend wurden weibliche Tiere im Alter von 8-12 Wochen für die Versuche 
verwendet. 
 
Genehmigung der Tierversuche: 
Die zum Zwecke immunologischer Untersuchungen am Tier vorgenommenen 
Immunisierungen und Organentnahmen wurden bei der Gesundheitsbehörde 
der Stadt Erlangen entsprechend dem Tierschutzgesetz angezeigt 
(Aktenzeichen: 54-2531.31-10/03, 28.07.03; Verlängerung der Genehmigung 
am 16.01.06). Die Durchführung der genehmigungspflichtigen Versuche wurde 
vom Regierungspräsidium Mittelfranken bewilligt.  
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3.8 Zellkulturmethoden 
3.8.1 Kultivierung der Zellen 
Sämtliche Arbeiten mit Zellkulturen wurden stets unter sterilen Bedingungen 
durchgeführt. Die verwendeten Zellen wurden unter Normalbedingungen, d.h. 
bei 5% CO2, feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre und 37 °C kultiviert.  
3.8.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Die Zellen wurden zum Einfrieren auf eine Dichte von 10x107 Zellen/ml 
eingestellt und in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Anschließend 
wurden die Zellen innerhalb von 24 h auf -80 °C eingeforen. 
Zum Auftauen der Zellen wurden diese in einem auf 37 °C vorgewärmten 
Wasserbad kurz angetaut und möglichst schnell, zur Verdünnung des im 
Einfriermedium enthaltenen DMSO, in 50 ml warmes Kulturmedium  überführt. 
Anschließend wurden die Zellen bei 1200 rpm, 5 min, 4 °C abzentrifugiert und 
in frischem Medium aufgenommen. 
3.8.3 Zellzählung und Vitalitätsbestimmung 
Zur Bestimmung der genauen Zellzahl wurden 40 µl der Zellsuspension mit 10 
µl Trypanblaulösung versetzt und mit Hilfe einer „improved“-
Neubauerzählkammer (Brand, Deutschland) unter dem Lichtmikroskop 
ausgezählt. Der Farbstoff durchdringt die durchlässig gewordene Membran 
sterbender und toter Zellen, wodurch diese sich selektiv blau anfärben und 
somit bei der Zählung außer Acht gelassen werden können.  
 
 
3.8.4 Generierung von DZ aus einem Leukapheresat, und DZ- Reifung 
Ausgangsmaterial für die Generierung von DZ waren Monozytenpräparate 
einzelner gesunder Spender. Diese wurden mit Hilfe eines PBS-ACD-A-
Gezählte Zellzahl in 25 Kleinstquadraten x 12500 = Zellzahl/ml 
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Gemisches (ACD-A Stabilisator, Fresenius) auf konstante Volumina verdünnt. 
Periphere mononukleäre Blutzellen (PBMC) wurden durch Zentrifugation (1500 
rpm, 30 min, 22 °C) in einem diskontinuierlichen Dichtegradienten isoliert. Dabei 
wurden 10 ml Lymphoprep (1.077 +/- 0.001g/ml; Nycomed Pharma, Oslo, 
Norwegen) mit 30 ml des verdünnten Monozytenpräparates überschichtet. Die 
durch die Zentrifugation entstehende Interphase, bestehend aus PBMCs, wurde 
abgenommen und in eiskaltes 1 mM PBS-EDTA (Fluka, Sigma-Aldrich, 
Deisenhofen, Deutschland) überführt. Nach vier Waschschritten wurden die 
Zellen gezählt, in DZ-Medium aufgenommen, zu jeweils 300 Mio. Zellen/ 
Flasche in 175 cm2 Zellkulturflaschen (Nunc) ausgesät und für 1 h im 
Brutschrank belassen. Anschliessend wurde die nicht adhärente Fraktion (NAF) 
abgespült und die adhärenten Zellen in neuem Medium für weitere 24 h im 
Brutschrank belassen. Am zweiten und vierten Tag wurden jeweils 10 bzw. 5 ml 
mit GMCSF (800 bzw. 400 U/ml) und IL-4 (250 U/ml) versetztes DZ-Medium 
zugegeben. 
Zur Reifung der DZ am fünften bzw. sechsten Tag wurde ein Reifungs-Cocktail, 
bestehend aus GMCSF (40 U/ml), IL-1β (200 U/ml), IL-4 (200 U/ml), IL-6 (1000 
U/ml), PGE2 (1 µg/ml) und TNF-α (10 ng/ml) zur Kultur dazugegeben. Für die 
verschiedenen Experimente wurden die Zellen entweder nur mit dem Cocktail 
(mock-Kontrolle) oder unter vorheriger Zugabe von MCS-Substanzen gereift. 
Nach 48 h der Inkubation mit dem Reifungscocktail wurden die Zellen weiter 
analysiert. 
3.8.5 Präparation der Milz 
Die Milz wurde nach Tötung der Mäuse durch CO2 Begasung unter sterilen 
Bedingungen entnommen und in eiskaltes PBS gegeben. Zur Isolierung der 
Splenozyten wurde die Milz zwischen den rauen Seiten zweier Objektträger 
zerrieben. Größere Gewebeteile wurden durch Filtration durch ein Zellsieb (∅ 
70 µm) von den Milzzellen getrennt. Um die noch in der Zellsuspension 
befindlichen Erythrozyten zu lysieren, wurde die Zellsuspension nach Zugabe 
von einem Volumen 1,6%igem Ammoniumchlorid-Puffer 5 Minuten bei 37 °C im 
Wasserbad geschwenkt und anschließend bei 1200 rpm, 22 °C, 5 Min. 
3 Tiere, Material und Methoden  
 39
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen gezählt und 
in HL-1 Medium (serumfrei) bzw. PBS resuspendiert.  
Die so von MCS-behandelten und unbehandelten Mäusen gewonnenen Zellen 
wurden entweder zur weiteren Analyse mit FACS- Antikörpern inkubiert oder, 
falls sie 30 Tage nach Induktion einer EAE gewonnen wurden, in einer MLR mit 
MOG-Peptid bzw. IL-2, als unspezifischem Stimulus, restimuliert. 
3.8.6 Präparation der Lymphknoten 
Nach Tötung der Mäuse durch CO2 Begasung wurden die Axillar-, Popliteal- 
und Mesenterial-Lymphknoten unter sterilen Bedingungen entnommen und in 
eiskaltes PBS überführt. Um die Lymphozyten zu isolieren, wurden die 
Lymphknoten zwischen den rauen Seiten zweier Objektträger zerrieben. Die 
Zellsuspension wurde anschließend durch ein Zellsieb (∅ 70 µm) filtriert, um 
größere Gewebeteile von den Lymphozyten zu trennen. Nach einem 
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen gezählt und in PBS aufgenommen, um 
sie anschließend im FACS zu analysieren.  
 
3.9 Immunologische Methoden 
3.9.1 Fluoreszenzaktivierte Durchflußzytometrie (FACS) 
Mit Hilfe der Durchflußzytometrie ist es möglich, die an der Oberfläche von 
Zellen exprimierten bzw. intrazellulär lokalisierten Antigene bzw. die im 
Überstand von kultivierten Zellen vorhandenen Zytokine (näheres hierzu s. 
3.9.10)  mittels Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörpern zu detektieren und 
zu quantifizieren. Außerdem können Granularität und Größe der analysierten 
Zellen anhand der „side scatter“ Achse (SSC) (Granularität) bzw. der „forward 
scatter“ Achse (FSC) (Zellgröße) dargestellt werden. Hierdurch lassen sich 
auch Rückschlüsse auf die Vitalität der eingemessenen Zellen ziehen. 
Je Färbung wurden zwischen 1x105 bis 3x105 Zellen eingesetzt. Diese wurden 
in einem Volumen von 50 µl FACS-Puffer mit den jeweiligen Antikörpern für 30 
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min inkubiert. Um eine photochemische Inaktivierung der Fluoreszenzfarbstoffe 
zu vermeiden, wurde die Inkubation im Dunkeln und bei 4 °C durchgeführt. Zur 
Abgrenzung der unspezifischen Antikörperbindung und zur leichteren 
Kompensation bei Mehrfachfärbungen wurden parallel zu jedem Ansatz 
entsprechende Isotypen-Kontrollen desselben Immunglobulintyps mitgefärbt. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen mit je 400 µl FACS-Puffer gewaschen 
(1200 rpm, 5 min, 4 °C) und anschließend, außer bei einer Annexin V/ PJ-
Färbung bzw. falls die Zellen noch am selben Tag eingemessen wurden, mit 
einer 1:1 mit PBS verdünnten, 2%-igen Formaldehydlösung fixiert und bei 4 °C 
aufbewahrt. Pro Färbung erfolgte die Einmessung 1x105 morphologisch intakter 
Zellen im Gate des FACScanTM-Gerätes. 
3.9.2 Apoptose-/Nekrosefärbung 
Apoptose wird auch als „programmierter Zelltod“ bezeichnet und ist im 
Unterschied zur Nekrose ein genetisch regulierter Vorgang. Nachdem es zuerst 
zur Verklumpung des Chromatins und zu einem Zusammenschrumpfen der 
Zelle kommt, bilden sich im nächsten Schritt (nach etwa 4-6h) Ausstülpungen 
der Zellmembran („blebbing“). Durch dieses Umstülpen der Zellmembran 
gelangt Phosphatidylserin nach außen und kann somit mittels Annexin V, 
welches mit Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) konjugiert ist, detektiert werden. 
Für die Apoptose-Färbung wurde der „Annexin V/ FITC Kit“ von Bender 
MedSystems (Wien, Österreich) verwendet. Die Durchführung erfolgte nach 
den Angaben des Herstellers.  
Um die apoptotischen Zellen von den nekrotischen zu unterscheiden, wurde 
gleichzeitig eine Propidium-Jodid-Färbung durchgeführt. Da im Gegensatz zu 
apoptotischen Zellen die Zellmembran bei nekrotischen Zellen durchlässig wird, 
kann Propidium-Jodid (PJ), welches mit Phycoerythrin (PE) konjugiert ist, in die 
Zelle eindringen und sich in die DNA einlagern. Frühapoptische Zellen sind 
demnach Annexin V positiv und PJ negativ, wohingegen nekrotische Zellen 
Annexin V negativ und PJ positiv sind. Die Messung mittels FACScanTM erfolgte 
wie oben beschrieben. 
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3.9.3 Migrationsassay 
Migrationsassays wurden in Transwell-Systemen (Corning) mit einer 
Porengröße von 5 µm durchgeführt. DZ wurden in einer Konzentration von 
2x106/ml in Migrationsmedium aufgenommen. Zur Vorinkubation wurden in die 
Einsätze jeweils 100 µl, in die Vertiefungen der 24-Loch Platte jeweils 600 µl 
Migrationsmedium pipettiert und mindestens 20 min inkubiert. Das Medium 
wurde aus den Einsätzen entfernt und durch jeweils 100 µl (entspricht 2x105 
Zellen) der DZ-Suspension ersetzt. Zur Messung der Migration entlang eines 
Chemokin- Gradienten wurde 100 ng/ml CCL 19 (=ELC = MIP-3β) (Tebu-Bio 
GmbH) in die Vertiefungen pipettiert. Um die Migration gegen den CCL19 
Gradienten zu testen wurden 100 ng/ml in den oberen Einsatz gegeben („Anti“). 
Zur Bestimmung der unspezifischen Migration wurde bei einem Duplikat weder 
in den oberen Einsatz noch in die Vertiefung Chemokin gegeben („Kontrolle“). 
Alle Ansätze wurden als Duplikate angelegt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h 
bei 37 °C wurden die migrierten DZ aus den unteren Vertiefungen geerntet und 
durch kurze Zentrifugation (6000 rpm, 1 min) pelettiert. Die Bestimmung der 
Zellzahl erfolgte durch Quantifizierung des β-Glucuronidase-Gehaltes mittels 
Messung der enzymatischen Aktivität und Vergleich mit einer Standardkurve 
der jeweiligen Zellen. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen durch 
Zugabe von 25 µl PBS und 5 µl 1%Triton X-100 (Roche Diagnostics) für 15 min. 
lysiert. Die Aktivität der β-Glucuronidase in den Lysaten wurde durch Zugabe 
von p-Nitrophenyl-β-D-Glucuronid (Sigma) als Substrat nach Angaben des 
Herstellers photometrisch bestimmt. Die Absorption bei 405 nm (0,1 s) wurde 
mittels eines Wallac Reader (Wallac Oy) ermittelt. Die Zahl der migrierten 
Zellen wurde unter Zuhilfenahme der Standardkurve berechnet. 
3.9.4 Allogene T-Zell Proliferation, „Mixed Leukocyte Reaction“ (MLR) 
Von Monozyten ausgehend wurden DZ wie in 3.8.4 beschrieben generiert und 
entweder in An- oder Abwesenheit von MCS-18 gereift. Nach 48h wurden diese 
in titrierter Zellzahl (10000, 3333, 1111, 370) als Triplikate in eine 96-Loch-
Flachbodenplatte (Falcon) zusammen mit jeweils 2x105 frischen oder 
aufgetauten NAF-Zellen (max. 3 Mon. alt, bei -80 °C) eines anderen Spenders, 
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in MLR-Medium ausgesät und für 72 h inkubiert. NAF bzw. MLR-Medium allein 
dienten als Kontrollen. Die durch allogene Stimulation hervorgerufene 
Proliferation der T-Zellen wurde mit Hilfe eines 3H-Thymidin-
Inkorporationstestes (s. 3.9.7) gemessen. 
3.9.5 T-Zell-Proliferation durch α-CD3/ α-CD28 Stimulation 
Die Vertiefungen einer 96-Loch-Flachbodenplatte (Falcon) wurden mit α-CD3 
Antikörper (BD Pharmingen) beschichtet (10 µg/ml α-CD3 Endkonzentration, je 
0,5 µg/ 50 µl PBS pro Vertiefung) und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die mit 
MCS-18 inkubierten T-Zellen und die mock-Kontrolle wurden jeweils auf eine 
Zellzahl von 3x105/100 µl MLR-Medium eingestellt und zu jeweils 100 µl pro 
Vertiefung als Triplikate in die Platte pipettiert. Es wurden jeweils 100 µl α-
CD28 (BD Pharmingen) (ebenfalls 10 µg/ml Endkonzentration) zugegeben, um 
ein Endvolumen von 200 µl/ Vertiefung zu erreichen. Eine zweite Platte wurde 
als Duplikat angesetzt und beide anschließend  für 72 h bei 37 °C inkubiert. Um 
das Proliferationsverhalten der T-Zellen zu analysieren wurde ein 
Proliferationstest mit radioaktiv markiertem Thymidin wie in 3.9.7 beschrieben 
durchgeführt. Die Überstände der zweiten Platte wurden mittels eines 
„Cytometric Bead Array“ (CBA, siehe 3.9.10) hinsichtlich der Zytokinproduktion 
der Zellen untersucht. 
3.9.6 Restimulation von Lymphozyten mit spezifischem Antigen 
30 Tage nach Immunisierung der Mäuse mit MOG wurden die Milzen der mit 
MCS behandelten und unbehandelten Mäuse wie in 3.8.5 beschrieben 
entnommen und in komplettem HL-1 Medium aufgenommen. 
MOG-Peptid wurde in einer 96-Loch Flachbodenplatte (Nr. 353072, Falcon, 
Heidelberg, Deutschland) titriert. In der obersten Reihe wurde die höchste 
Konzentration (10 bzw. 20 µM) des Antigens auf 110 µl HL-1 Medium 
eingestellt. In die folgenden Reihen wurden jeweils 100 µl HL-1 Medium 
vorgelegt. Anschließend wurden 10 µl aus der ersten Reihe entnommen und 
unter mehrmaligem Pipettieren mit dem Medium der zweiten Reihe gründlich 
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durchmischt. Nach diesem Prinzip wurde die Verdünnungsreihe weiter bis zur 
niedrigsten Verdünnung (0,0001 bzw. 0,0002 µM) fortgeführt. Als Kontrollen 
wurden Zellen ohne Antigen und Zellen mit IL-2 (500 U/ml, Proleukin) als 
unspezifischem Proliferationsstimulus kultiviert. Zuletzt wurden jeweils 4x105 
Zellen in HL-1 Medium in jede Vertiefung gegeben. Pro Versuchsansatz wurden 
zwei Platten mit jeweils Triplikaten pro Bedingung angesetzt. Nach einer 
Inkubationszeit von 72 h wurden die Überstände einer Platte abgenommen, und 
die Zytokinproduktion mittels ELISA (siehe 3.9.9) bzw. CBA (siehe 3.9.10) 
analysiert. Durch Zugabe von [3H]-markiertem Thymidin (Amersham, Freiburg, 
Deutschland) zur zweiten Platte und einer weiteren Inkubation von 16-18 h 
wurde die Proliferation der Zellen quantifiziert (siehe 3.9.7). 
3.9.7 T-Zell-Proliferationstest durch [3H]-Thymidineinbau 
Die Proliferation von Lymphozyten kann in vitro über den Einbau von radioaktiv 
markiertem [3H]-Thymidin in die DNA der sich teilenden Zellen gemessen 
werden. Nach einer Inkubationsdauer von 72 h wurde jeweils 1 µCi Methyl-[3H]-
Thymidin (Code TRA 120, Batch 468, Amersham, Freiburg, Deutschland) pro 
Vertiefung zu der Zellsuspension gegeben, die Zellen für weitere 16- 18 h 
inkubiert und anschließend die Kulturen mit einem ICH-110 Erntegerät (Inotech, 
Dottikon, Schweiz) auf Glasfaserfilter übertragen. Nach dem Trocknen und 
Einbetten der Filter in Wachs, welches Szintillationsflüssigkeit enthält, wurden 
sie unter Verwendung eines 1450 Mikroplattenzähler (Wallac, Turku, Finnland) 
eingemessen. Aus den jeweiligen Triplikaten wurden die Mittelwerte und die 
einfache Standardabweichung der Radioaktivitäten in „counts per minute“ (cpm) 
ermittelt, wodurch eine graphische Darstellung in Abhängigkeit zur eingesetzten 
Antigen- bzw. MCS-Konzentration möglich war. 
3.9.8 CFSE-Labeling 
Das Konjugieren von Zellen mit dem grün fluoreszierenden Farbstoff CFSE 
(Carboxyfluoreszein Diazetat Succinimidyl Ester) erlaubt die Visualisierung von 
8 bis 10 diskreten Zellteilungszyklen mit Hilfe der Durchflußzytometrie. Damit 
lassen sich z.B. Kinetiken einer Immunantwort, in vitro und in vivo, darstellen 
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und zusätzlich die markierten, eingemessenen Zellen durch entsprechende, 
z.B. PE- oder PerCP-konjugierte Antikörper, phänotypisch näher 
charakterisieren. Die zu markierenden Zellen wurden auf eine Zellzahl von 
2x107 Zellen/ml eingestellt. Anschließend wurde ein äquivalentes Volumen an 
der nach Herstellerangaben hergestellten CFSE-Lösung zu der Zellsuspension 
zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde 
ein halbes Volumen fötales Kälberserum (FKS) zugegeben, um das 
ungebundene CFSE zu binden. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 
eiskaltem PBS gewaschen und im Versuch eingesetzt. 
3.9.9 Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) 
Für die quantitative Bestimmung der Zytokinkonzentration von 
Zellkulturüberständen wurden kommerziell erhältliche ELISA-Testkits 
(OptEIATM, BD PharMingen, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die 
Durchführung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Für jeden 
Zytokinnachweis wurde eine Referenzstandardreihe erstellt (Tabelle 3.1). 
Sowohl die Standards als auch die einzelnen Proben wurden als Duplikate 
angelegt. Für die einzelnen Waschschritte wurde ein „Columbus-Washer“ 
(TECAN, Salzburg, Österreich) benutzt. 
Zytokine niedrigste Konzentration höchste Konzentration 
IL-2 3,12 pg/ml 200 pg/ml 
IL-4 15,6 pg/ml 1000 pg/ml 
IL-5 15,6 pg/ml 1000 pg/ml 
IL-6 15,6 pg/ml 1000 pg/ml 
IL-10 31,2 pg/ml 2000 pg/ml 
IFNγ 62,5 pg/ml 4000 pg/ml 
TNFα 15,6 pg/ml 1000 pg/ml 
Tabelle 3.1:  Referenzstandards für Maus-ELISA 
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Der ELISA ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis geringer Mengen 
biologischer Substanzen in einer Probe. Beim so genannten Sandwich ELISA 
werden unterschiedliche Epitope des Antigens durch verschiedene Antikörper 
gebunden. Zellkulturüberstand wird in die Vertiefungen einer 96-Loch 
Mikrotiterplatte (EIA/RIA, Nr.3690, Corning/Costar, NY, USA) gegeben, deren 
Boden zuvor mit einem für das jeweilige Zytokin spezifischen Antikörper 
(„capture Ak“) beschichtet worden ist. Ist das Zytokin im Überstand vorhanden, 
bindet es an diesen Antikörper. Unspezifische, nicht gebundene Moleküle 
werden während des gesamten Verfahrens immer wieder ausgewaschen, um 
eine das Ergebnis verfälschende unspezifische Bindung zu verhindern. Die 
Antikörperbindung wird im ELISA mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion 
festgestellt, die ein farbloses Substrat in ein farbiges Produkt umwandelt. Hierzu 
wurde das gebundene Zytokin mit einem spezifischen biotinylierten 
Sekundärantikörper markiert. An diesen wurde zusätzlich Streptavidin-
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRP) gebunden, die durch ihre 
enzymatische Aktivität, ein zugegebenes Substrat umwandelt und somit die 
erwünschte Farbreaktion (blau) hervorruft. Diese wurde nach 30 min durch 
Zugabe 1 M Phosphorsäure gestoppt (Farbumschlag nach gelb). Die 
umgesetzte Substratmenge und damit die Intensität der Farbe ist proportional 
zur Molekül-Konzentration in der Probe. Die Messung der Intensität der 
Färbung erfolgte bei einer Wellenlänge von 450 nm durch ein Photo-
Spektrometer (Multiskan® Plus, Labsystems, Frankfurt, Deutschland). Mit Hilfe 
der Referenzstandards konnte die Zytokinkonzentration in den gemessenen 
Proben mittels linearer Regressionanalyse bestimmt werden. Aus den 
Duplikaten wurden die Mittelwerte und die einfache Standardabweichung 
ermittelt, und das Ergebnis graphisch dargestellt. 
3.9.10 Cytometric Bead Array (CBA) 
Der Cytometric Bead Array ist ein Detektionssystem zum Nachweis löslicher 
Produkte, wie z.B. bestimmter Zytokine. Es handelt sich hierbei um einen 
„Sandwich Assay“, bei dem der „capture“-Antiköper kovalent an 
Polymerkügelchen (=bead) gekoppelt ist. Für jedes zu untersuchende Zytokin 
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gibt es eine diskrete Population an spezifischen „Capture Beads“, die sich nicht 
in ihrer Größe, jedoch in ihrer Fluoreszenzintensität (rote Emission, gemessen 
in Kanal Fl3) unterscheiden. Die Probe wird mit den Beads (bei einem Maus-
Th1/Th2-CBA spezifisch für IL-2, -4, -5, IFNγ, TNFα; bei humanem zusätzlich 
IL-10) inkubiert. In einem weiteren Schritt bindet ein spezifischer, PE-
konjugierter Detektionsantikörper an den Komplex aus „Capture-Bead“ und 
Zytokin. Ungebundene Beads werden in einem Waschschritt entfernt. Die 
Anordnung der gebundenen Beads kann im Fluoreszenz Kanal 2 eines 
Durchflusszytometers gemessen werden. Die mittlere Fluoreszenz Intensität 
(MFI) ist proportional zur Zytokinkonzentration in der jeweiligen Probe. Es 
wurde das Human bzw. Maus Th1/Th2 PE- CBA Kit (BD BioSciences) 
verwendet und den Angaben des Herstellers gefolgt. 
3.9.11 Magnetische Zellsortierung (MACS) 
MACS MicroBeads sind extrem kleine, superparamagnetische Partikel. Sie sind 
an monoklonale Antikörper gebunden, die hochspezifisch an bestimmte 
Oberflächenantigene von Zellen binden. So ist es möglich, spezifische 
Zellpopulationen durch die magnetische Markierung unter Zuhilfenahme eines 
starken magnetischen Feldes, in MACS Separationssäulen zurückzuhalten 
(positive Selektion), und sie somit von der nicht markierten Fraktion zu trennen 
(negative Selektion). Anschließend wird das zurückgehaltene Material mit 
Puffer gewaschen, um die restlichen unmarkierten Zellen auszuspülen. Nach 
Entfernen der Säule aus dem magnetischen Feld können die magnetisch 
zurückgehaltenen Zellen als positiv selektierte Fraktion eluiert werden. 
3.9.12 Immunhistologische Anfärbung von Kryostatschnitten des Gehirn 
und Rückenmarks 
Um entzündliche Infiltrate im ZNS darzustellen, wurden Gehirn und der lumbale 
Bereich des Rückenmarks von Mäusen an Tag 13 nach der EAE-Induktion 
entnommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. 
Die Proben wurden in Tissue-Tek® eingebettet und mit einem Kryotom (Kryocut 
CM 2000, Leica) Schnitte von 7 µm Dicke angefertigt. Die auf Objektträger 
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verbrachten Schnitte wurden bis zur Färbung bei -20 °C gelagert. Angefärbt 
wurden alle CD45+ Zellen. CD45 ist auf allen Leukozyten exprimiert und wird 
deshalb auch als „Common Leukocyte Antigen“ (CLA) bezeichnet. Die 
immunhistolgische Färbung wurde in einer feuchten Kammer mit Hilfe eines 
Immunperoxidase Detektions Systems durchgeführt. Die Schnitte wurden 
zunächst in Azeton fixiert, mit PBS gewaschen und anschließend mit einem 
Peroxidasehemmer inkubiert, um die Aktivität der endogenen Peroxidase zu 
blocken. Primärantikörper war ein anti-Maus-CD45 Antikörper (siehe 3.6), als 
Sekundärantikörper wurde ein polyklonaler biotinylierter Ziege-anti-Ratte-IgG 
Antikörper verwendet. Die Antigen-Antikörper-Bindung wurde durch Inkubation 
mit Streptavidin-HRP (Biocare Medical) und anschließender Zugabe des AEC 
Chromogen Substrats (Vector) visualisiert. Zur unspezifischen Anfärbung des 
gesamten Präparates wurden die Schnitte mit Mayers Hämalaun Lösung 
(Merck) gefärbt. Zuletzt wurden sie in Aqua Tex (Roth) eingebettet und mit 
einem Deckgläschen bedeckt. Die Schnitte wurden lichtmikroskopisch 
untersucht und fotografiert. 
 
3.10 EAE – Induktion und Behandlung mit MCS 
Zur Induktion der EAE wurden weibliche, 8-12 Wochen alte C57Bl/6 Mäuse 
verwendet. Diese wurden am Tag 0 subkutan (s.c.) im Hüftbereich mit einem 
MOG/CFA Gemisch immunisiert. Dafür wurde 90 µg des MOG35-55 Peptids 
(Sigma-Genosys) in 50 µl H2O ad injectabilia gelöst und anschließend mit 50 µl 
CFA emulgiert, welches mit 10µg/ml M. tuberculosis (H37Ra, Difco/ BD 
PharMingen) angereichert war. Zusätzlich wurde den Mäusen am Tag 0 und 2 
200 ng Pertussis Toxin (Pt; List/Quadratech) intra-peritoneal (i.p.) verabreicht. 
Die sich ab Tag 9- 14 entwickelnden Lähmungserscheinungen wurden täglich 
wie folgt bewertet: 1, Lähmung des Schwanzes oder Schwäche der 
Hintergliedmaßen; 2, Lähmung des Schwanzes und Schwäche der 
Hintergliedmaßen; 3, ein Hinterbein komplett gelähmt; 4, komplette Lähmung 
der Hinterhand; 5, moribund, Tod durch EAE. MCS wurde entweder 
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prophylaktisch (Tag -1, +1, +3/ -1, +1, +3, +6, +8) oder therapeutisch (ab einem 
mittleren Score von 2, täglich oder jeden zweiten Tag) i.p. oder peroral (p.o.) 
appliziert. Die Kontrollgruppe wurde nicht behandelt. Die einzelnen Gruppen 
bestanden aus jeweils mindestens drei Tieren.  




4.1 Einfluss von MCS-18 auf die Reifung dendritischer Zellen 
4.1.1 Einfluss von MCS auf die Expression von Reifungsmarkern 
Um den Einfluss von MCS-18 auf die Expression bestimmter 
Oberflächenmarker humaner, aus einem Leukapheresat generierter (s. 3.8.4) 
dendritischer Zellen (DZ) zu testen, wurden DZ zunächst 30 Minuten mit MCS-
18 in verschiedenen Konzentrationen vorinkubiert und anschließend, ohne 
weiteres Waschen der Zellen, mit Hilfe von Reifungszytokinen gereift. Nach 48 
Stunden wurden die Zellen unter dem Mikroskop beurteilt, geerntet und mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern inkubiert, um sie anschließend mittels FACS 
näher zu charakterisieren.  Es konnte eine konzentrationsabhängige Reduktion 
der Expression der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD86 beobachtet werden 
(Abb. 6). Besonders dramatisch ist hierbei der Einfluss von MCS-18 auf das 
Oberflächenmolekül CD83. 
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Abb. 6:  MCS-18 verhindert konzentrationsabhängig die vollständige DZ- Reifung.        
DZ wurden während der kompletten Reifung (48 h) mit unterschiedlichen 
4 Ergebnisse  
 50
Konzentrationen MCS-18 inkubiert. Eine FACS Analyse der wichtigsten 
Reifungsmarker nach 48 h zeigt eine im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollzellen (mock) reduzierte Expression von CD80, CD86 und vor allem 
CD83. Die im Histogramm oben rechts angegebenen Zahlen entsprechen 
dem Prozentsatz der für das jeweilige Oberflächenmolekül positiven Zellen. 
(gestrichelte Linie: mock/Negativkontrolle; durchgezogene Linie: mit CD80 
bzw. CD86 bzw. CD83 Antikörpern inkubiert, vertikale Linie: markiert 
Grenze, ab der alle Ereignisse als positiv/spezifisch gewertet werden) 
 
Um auszuschließen, dass die gezeigten reifungsinhibierenden Effekte auf einer 
eventuellen Toxizität der Substanz beruhen, wurde zusätzlich eine Annexin V 
Färbung durchgeführt. Im Gate befindliche apoptotische Zellen würden im Zuge 
des Zellunterganges verschiedene Oberflächenmarker herunterrregulieren. 
Dies konnte als Ursache der reduzierten Expression von CD80, CD83 und 























Abb. 7:   MCS-18 wirkt auf DZ in vitro erst ab einer Konzentration von 400 µg/ml 
toxisch.       DZ wurden für 48 h mit verschiedenen Konzentrationen des 
MCS-18 inkubiert, die Reifungsmarker CD80, CD86 und CD83 wurden mit 
Antikörperkonjugaten gefärbt und mit einer Annexin V-Färbung auf lebend/tot 
hin untersucht. Erst ab einer Konzentration von 400 µg/ml MCS-18 in der 
Kultur zeigen sich toxische Effekte auf die DZ. 
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Da für alle weiteren in vitro Versuche MCS-18 in einer Konzentration von 
maximal 200 µg/ml eingesetzt wurde, beruhen die beobachteten Effekte nicht 
auf den toxischen Eigenschaften von MCS-18.  
 
4.2 Stimulierung von T-Zellen mit allogenen, MCS-18 
behandelten dendritischen Zellen 
In Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen MCS-18 (25, 100 µg/ml) 
gereifte humane DZ wurden zur Stimulierung allogener T-Zellen in eine MLR 
eingesetzt. In einem 3H-Thymidin-Inkorporationstest konnte eine 
konzentrationsabhängige Hemmung der T-Zell Proliferation durch MCS-18 
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Abb. 8:  MCS-18 behandelte, gereifte huDZ verlieren konzentrationsabhängig die 
Fähigkeit, allogene T-Zellen  zu stimulieren.    In einer MLR wurde eine 
titrierte Zahl MCS-18 behandelter bzw. unbehandelter DZ für 4 Tage mit 
jeweils 2x 105 T-Zellen kokultiviert. Die Proliferation der letzten 16 h wurde 
mittels eines 3H-Thymidin-Inkorporationstest gemessen. Im Vergleich zur 
Kokultur mit reifen, unbehandelten DZ zeigen T-Zellen bei einer Kokultur mit 
MCS-18 behandelten DZ eine konzentrationsabhängige Hemmung der 
Proliferation. 
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Daraus können wir schließen, dass MCS-18 die DZ nicht nur phänotypisch 
(siehe FACS-Analysen; Abb. 7) sondern auch funktionell, in ihrer T-Zell 
stimulatorischen Eigenschaft modifiziert. 
 
4.3 MCS-18 inhibiert die DZ - T-Zell Clusterbildung 
4.3.1 Reduzierte Clusterbildung 
Um der Frage nachzugehen, ob MCS-18 ebenfalls einen direkten Effekt auf die 
Funktion von T-Zellen hat, wurden bei dem folgenden Experiment anstatt der 
DZ die T-Zellen mit MCS-18 vorinkubiert.  
Um T-Zellen in vitro potent stimulieren zu können bilden DZ und T-Zellen 
typische Zellcluster. Ob der in Abb. 8 gezeigte Effekt der verminderten T-Zell 
Stimulation durch MCS-18 auf Grund einer Inhibition der DZ - T-Zell 
Clusterbildung hervorgerufen wird, sollte als nächstes untersucht werden. 
Hierzu wurden T-Zellen für 30 Minuten mit verschiedenen Konzentrationen 
MCS-18 (25, 100, 200 µg/ml) inkubiert und anschließend, ohne die T-Zellen 
erneut zu waschen (MCS-18 war also während der gesamten Kokultur 
anwesend), mit reifen DZ in einem Verhältnis von 1:20 bis 1: 540 in einer 
allogenen MLR für 96 h kokultiviert. 
Mikroskopisch konnte bereits am dritten Tag der Kokultur eine 
konzentrationsabhängige Reduktion der Größe der DZ – T-Zell Cluster 
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Abb. 9:  MCS-18 reduziert konzentrationsabhängig die DZ- T Zell Clusterbildung.        
Reife humane DZ wurden mit allogenen MCS-18 behandelten T-Zellen in 
einem Verhältnis von 1:20 kokultiviert. Die Zellen wurden am 3. Tag der 
Stimulation mikroskopisch untersucht. Die Kontrollzellen, die unbehandelt 
blieben, zeigen die typische DZ- T-Zell Clusterformation. Im Gegensatz dazu 
war, abhängig von der MCS-18 Konzentration, eine hochgradig reduzierte 




4.3.2 Reduzierte Stimulierbarkeit der MCS-18 behandelten T-Zellen durch 
reife DZ 
In einem 3H-Thymidin-Inkorporationstest konnte korrelierend zur in 4.3.1 
beschriebenen verminderten Clusterbildung konzentrationsabhängig eine 
reduzierte Proliferation der mit MCS-behandelten und mit reifen DZ stimulierten 
T-Zellen festgestellt werden (Abb. 10).  
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Abb. 10: MCS-18 behandelte T-Zellen werden von allogenen, gereiften humane DZ 
konzentrationsabhängig in geringerem Maße zur Proliferation stimuliert.      
MCS-18 behandelte und unbehandelte T-Zellen (2 x 105) wurden für 4 Tage 
mit einer titrierten Zahl DZ kokultiviert. Die Proliferation der letzten 16 h wurde 
in einem 3H-Thymidin-Inkorporationstest gemessen. Im Vergleich zu 
unbehandelten T-Zellen zeigte sich eine reduzierte Proliferation der mit MCS-
18 behandelten T-Zellen. 
 
4.4 Einfluss von MCS-18 auf die anti-CD3/ anti-CD28 vermittelte 
T-Zell Stimulation 
4.4.1 Einfluss von MCS-18 auf die von APZ-unabhängige Proliferation von 
T-Zellen 
Neben der Stimulation mit allogenen reifen huDZ wurden MCS-behandelte T-
Zellen auch in einem artifiziellen, APZ-unabhängigen T-Zell Aktivierungsassay 
mit aktivierenden Antikörpern gegen CD3 und CD28 getestet. Es wurden 3 
verschiedene Zellpopulationen eingesetzt: (1.) die komplette nicht-adhärente 
Fraktion (NAF) aus der Generierung der DZ (DZ zu Beginn adhärent), (2.) die 
4 Ergebnisse  
 55
durch positive magnetische Zellsortierung gewonnenen CD4+ Zellen (s. 3.9.11), 
sowie (3.) die dabei negativ selektierte CD4- Zellfraktion (bestehend aus z.B. 
CD8+-, B-Zellen). Die Zellen wurden entweder unbehandelt in den Test 
eingesetzt oder für 30 Minuten mit unterschiedlichen Konzentrationen MCS-18 
(25, 100, 200 µg/ml) vorinkubiert, bevor sie in demselben Medium für 4 Tage 
mit anti-CD3- und anti-CD28- Antikörpern stimuliert wurden. 
In einem 3H-Thymidin-Inkorporationstest konnte bei allen eingesetzten 
Zellpopulationen ab einer MCS-18 Konzentration von 100 µg/ml eine 
verminderte Proliferation im Vergleich zu den unbehandelten Zellen beobachtet 
werden (Abb. 11). Dabei waren Unterschiede zwischen den einzelnen 



















































Abb. 11: MCS-18 reduziert konzentrationsabhängig die Proliferation von T-Zellen 
nach Stimulation mit α-CD3-/ α-CD28- Antikörpern.                               
MCS-18 behandelte Zellen zeigen eine konzentrationsabhängige Reduktion 
der Proliferation. Verschiedene T-Zellpopulationen wurden für 30 min. mit 25, 
100 oder 200 µg/ml MCS-18 inkubiert und  anschließend mit anti-CD3-/CD28- 
Antikörpern für 4 Tage stimuliert. Mit Hilfe eines 3H-Thymidin-
Inkorporationstests wurde die Proliferation im Vergleich zu unbehandelten 
Zellen gemessen. Nicht stimulierte T-Zellen dienten als zusätzliche Kontrolle. 
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Daraus kann geschlossen werden, dass MCS-18 nicht nur die APZ- vermittelte 
sondern auch die α-CD3-/α-CD28- vermittelte T-Zellstimulation inhibiert. 
4.4.2 Annexin V- und PJ- Färbung 
Um auszuschließen, dass die reduzierte Proliferation der behandelten Zellen 
durch eventuelle toxische Effekte von MCS-18 auf die T-Zellen (hier kompletter 
NAF) hervorgerufen wurde, wurde eine Annexin V / Propidiumjodid (PI) 
Färbung durchgeführt (Abb. 12 und Abb. 13). Die Anzahl apoptischer bzw. 
nekrotischer MCS-18 behandelter Zellen war während der gesamten Zeit der 
Stimulation nicht signifikant erhöht, und kann somit als Grund für die 
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Abb. 12:  Die Behandlung mit MCS-18 erhöht nicht die Anzahl Annexin V-positiver 
T-Zellen.    Die Zellen (NAF) wurden für 30 min mit verschiedenen 
Konzentrationen MCS-18 vorinkubiert und danach mit anti-CD3-/ anti-CD28-
Antikörpern stimuliert. Zu den angegebenen Tagen wurden die Zellen mit AnV 
gefärbt und anschließend im FACS analysiert. Die Behandlung mit MCS-18 
hatte keinen Effekt auf die Zahl AnV-positiver Zellen. 






























Abb. 13:  Die Behandlung mit MCS-18 erhöht nicht die Anzahl PJ-positiver T-
Zellen.      Die Zellen (NAF) wurden für 30 min mit verschiedenen 
Konzentrationen MCS-18 vorinkubiert und danach mit anti-CD3-/ anti-CD28-
Antikörpern stimuliert. An den angegebenen Tagen wurden die Zellen mit PJ 
gefärbt und anschließend im FACS analysiert. Die Behandlung mit MCS-18 
hatte keinen Effekt auf die Zahl PJ-positiver Zellen. 
 
4.4.3 Phänotypische Analyse 
Regulatorische CD4+CD25+  T-Zellen sind in der Lage, das Immunsystem zu 
modulieren bzw. überschießende Immunreaktionen zu kontrollieren. 
Um den Einfluss von MCS-18 auf regulatorische T-Zellen zu untersuchen, 
wurden die in Abb. 11 eingesetzten Zellen phänotypisch weiter analysiert. Es 
wurden sowohl die mit MCS-18 behandelten als auch die unbehandelten bzw. 
unstimulierten Zellen (hier: komplette NAF) mit verschiedenen Antikörpern für 
die FACS- Analyse inkubiert. Die CD4 positive Zellpopulation der NAF wurde im 
Weiteren genauer analysiert (Abb. 14). Während MCS-18 die Expression des 
frühen Aktivierungsmarkers CD69 nicht beeinflusste, konnte eine 
konzentrationsabhängige Verminderung der Anzahl von CD4+CD25+ Zellen 
beobachtet werden, wobei die Gesamtanzahl der CD4 positiven Zellen im 
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Vergleich zwischen behandelten und unbehandelten Zellen nahezu unverändert 
blieb (Abb. 15). 
 
 






































Abb. 14: MCS-18 behandelte Zellen zeigen eine konzentrationsabhängig 
verminderte Anzahl CD4+CD25+ Zellen bei konstanter Zahl CD69 positiver 
Zellen. Die Zellen (NAF) wurden für 30 min mit verschiedenen 
Konzentrationen MCS-18 inkubiert bzw. unbehandelt belassen und 
anschließend für 4 Tage mit α-CD3-/ α-CD28-Antikörpern stimuliert. Am Tag 4 
wurde eine Doppelfärbung gegen CD4 und CD25 bzw. CD4 und CD69 
durchgeführt und die Zellen im FACS analysiert. Während der Anteil 
CD4+CD69+ doppeltpositiver Zellen bei allen stimulierten Zellen nahezu gleich 
blieb, war die Zahl CD4+CD25+ doppeltpositiver Zellen mit steigender MCS-18 
Konzentration vermindert. 
 























Abb. 15: Der prozentuale Anteil CD4+ Zellen bleibt nach Inkubation mit 
verschiedenen Konzentrationen von MCS-18 annähernd unverändert 
          Die Zellen (NAF) wurden für 30 min mit verschiedenen Konzentrationen  
          MCS-18 inkubiert bzw. unbehandelt belassen und anschließend für 4 
                    Tage mit α-CD3-/ α-CD28-Antikörpern stimuliert. Am Tag 4 wurden die 
                    Zellen mit CD4- Antikörpern konjugiert und im FACS analysiert. Der Anteil  
                    der CD4 positiven Zellen blieb annähernd konstant. (FL 1 ungefärbt  




Die Überstande der mit MCS-18 behandelten bzw. unbehandelten, anti-CD3/-
CD28 stimulierten T-Zellen wurden abgenommen (Tag 1 bis Tag 4) und das 
jeweilige Zytokinexpressionsmuster mit Hilfe eines Cytometric Bead Arrays 
(CBA) untersucht (Abb. 16).  
Die IL-2-Produktion MCS-18 behandelter T- Zellen war verglichen mit den 
unbehandelten Zellen speziell am Tag 1- 3 deutlich geringer. IL-4 war bei einer 
Konzentration von 200 µg/ml MCS-18 an allen Tagen reduziert, bei geringeren 
Konzentrationen jedoch etwas erhöht. Bei der Produktion von IL-5 konnte nur 
von Tag 1 bis 3 eine Reduktion bei höchster Konzentration von MCS-18 
festgestellt werden. IL-10 blieb über den gesamten Zeitraum der Stimulation bei 
allen Bedingungen annähernd auf vergleichbarem Niveau, wohingegen bei IFN-
γ und TNF-α ein, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, erhöhter Wert am 
ersten Tag der Stimulation nachzuweisen war. 
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Abb. 16: Kinetik der Zytokinproduktion MCS-18 behandelter und unbehandelter T-
Zellen an den Tagen 1, 2, 3 und 4 der Stimulation mit anti-CD3/ anti-
CD28.          An den Tagen 1, 2, 3 und 4 wurden Kulturüberstände behandelter 
und unbehandelter Zellen abgenommen und das Zytokinprofil mittels CBA 
bestimmt. 
 
4.5 Der Einfluss von MCS-18 auf die Migration dendritischer 
Zellen  
4.5.1 Reduzierte CCR7 Expression 
Für eine effektive Stimulation der T-Zellen ist die Migration der 
antigenpräsentierenden DZ zu den T-Zell Arealen der Lymphknoten entlang 
eines Chemokingradienten unbedingt notwendig. Dabei ist die Expression des 
Chemokinrezeptors CCR7 auf der Oberfläche der DZ essentiell. Um zu 
überprüfen, ob MCS-18 eventuell die Migration der DZ beeinflusst, wurde 
zunächst die CCR7- Expression auf der Oberfläche behandelter DZ mittels 
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FACS bestimmt. DZ wurden während ihrer Reifung mit unterschiedlichen 
Konzentrationen MCS-18 inkubiert und anschließend mit einem 
fluoreszenzgekoppeltem CCR7-Antikörper gefärbt. Als Kontrolle dienten 












Abb. 17: MCS-18 verringert konzentrationsabhängig die CCR7 Oberflächen-
expression reifender DZ.      DZ wurden durch Kultivierung mit 
verschiedenen Konzentrationen von MCS-18 ausdifferenziert und 
anschließend die CCR7 Expression im Vergleich zu unbehandelt gebliebenen 
Zellen (mock)  im FACS analysiert. Die mit MCS-18 behandelten Zellen 
zeigen im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine konzentrationsabhängige 
Reduktion der CCR7 Expression auf ihrer Oberfläche. 
 
Konzentrationsabhängig konnte bei den MCS-18 behandelten DZ eine 
drastische Reduktion der Expression des Chemokin Rezeptors CCR7 auf der 
Oberfläche festgestellt werden (Abb. 17). 
 
4.5.2 Migrationsassay 
Um den Effekt der reduzierten CCR7- Expression auf DZ funktionell zu 
überprüfen, wurde ein Migrationsassay mit unbehandelten bzw. mit MCS-18 
behandelten DZ durchgeführt. Dabei konnte festgestellt werden, dass MCS-18 
behandelte DZ konzentrationsabhängig in ihrer Fähigkeit zur Migration 
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eingeschränkt sind (Abb. 18). Bei einer MCS-18 Konzentration von 200 µg/ml 
































































Abb. 18: MCS-18 behandelte DZ zeigen konzentrationsabhängig eine signifikant 
eingeschränkte Fähigkeit zur Migration                                                                   
Die mit 200 µg/ml MCS-18 behandelten DZ zeigten im Vergleich mit 
unbehandelten DZ (mock) eine signifikant eingeschränkte Migration entlang 
eines CCL19 Gradienten.                                                                          
„Kontrolle“: Spontanmigration unbehandelter DZ; „Anti“: CCL19 in den oberen 
Einsatz eingebracht  
 
Die durch MCS-18 verminderte CCR7- Expression geht somit mit einer 
reduzierten DZ- Migration einher. 
 
4 Ergebnisse  
 63
4.6 Wirkung von MCS-18 auf die Zytokinproduktion reifer DZ 
HuDZ wurden am Tag 5 für 48 h durch Zugabe von Reifungszytokinen gereift 
bzw. zusätzlich während der Reifung mit unterschiedlichen Konzentrationen 
MCS-18 (200, 400 µg/ml) inkubiert. Am Tag 7 wurden die Kulturüberstände 
abgenommen und die Konzentrationen verschiedener Zytokine mittels ELISA 
ermittelt (Abb. 19). 
Generell war ein drastischer Anstieg von IL-6 bei den MCS-18 behandelten 
Zellen im Vergleich zu unbehandelten zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu 
























































































































































































Abb. 19: Zytokinproduktion gereifter MCS-18 behandelter und unbehandelter 
huDZ.      DZ wurden mit verschiedenen Konzentrationen MCS-18 bzw. 
unbehandelt gereift. Anschließend wurden die Kulturüberstände abgenommen 
und das Zytokinprofil mittels ELISA analysiert.  
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4.7 Die Wirkung von MCS-18 auf den Krankheitsverlauf im 
EAE-Modell 
Um den Effekt von MCS-18 in vivo zu testen wurde das murine Modell der MS, 
die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), angewandt. 
4.7.1 Prophylaktische Applikation von MCS-18 mittels intraperitonealen 
Injektionen 
Zunächst wurde die Wirkung einer prophylaktischen Gabe von MCS-18 zum 
Zeitpunkt der EAE-Induktion getestet. Dazu wurde Mäusen jeweils 100 µg 
MCS-18 pro Maus und Injektion am Tag -1, 1 und 3 i.p. injiziert. Die EAE wurde 
durch Injektion von 90 µg MOG in CFA und Pertussis Toxin am Tag 0 und einer 
weiteren Gabe von Pertussis Toxin am Tag 2 induziert.  
Während unbehandelte Kontrollmäuse einen typischen Krankheitsverlauf mit 
einem mittleren klinischen Score (mittlerer Krankheitsgrad) von 3 am Tag 15 
aufwiesen, zeigten MCS-18 behandelte Mäuse nur sehr leichte Symptome mit 
einem mittleren klinischen Score von 0,5 ( 
Abb. 20).   
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Abb. 20: Die 3-malige prophylaktische Injektion (i.p.) von 100 µg MCS-18 pro     
Maus reduziert den klinischen Score im EAE Modell drastisch.                                       
Die mit MCS-18 behandelten Mäuse zeigten im Vergleich zu den 
unbehandelten Tieren einen abgemilderten und kürzeren Krankheitsverlauf. 
(n: Anzahl der Tiere in der Gruppe; nap: Anzahl der Tiere mit Paralyse in der 
Gruppe; hcs: höchster erreichter klinischer Score; do: Tag der ersten 
Symptome) 
 
Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass nach Induktion einer zweiten 
EAE am Tag 34 die prophylaktisch mit MCS-18 behandelten Mäuse vollständig 
vor der sich bei den unbehandelten Mäuse erneut entwickelnden Paralyse 
geschützt waren (Abb. 21). Dies deutet auf einen lang anhaltenden protektiven 
Effekt von MCS-18 hin.  
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Abb. 21: Eine 3-malige Injektion von jeweils 100 µg MCS-18 hat einen langan-
haltenden protektiven Effekt.  Nach dreimaliger prophylaktischer i.p. 
Injektion von jeweils 100 µg MCS-18 pro Maus an den Tagen -1, 1 und 3 der 
ersten EAE wurde am Tag 34 eine zweite EAE induziert. Die mit MCS-18 
behandelten Mäuse zeigten bereits in der ersten EAE einen abgemilderten 
und verkürzten Krankheitsverlauf im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. 
Nach der Induktion der zweiten EAE blieben die behandelten Tiere 
symptomfrei, wohingegen die unbehandelte Gruppe wieder einen typischen 
Krankheitsverlauf aufwies. 
 
4.7.2 Immunhistologie von Gehirn und Rückenmark  
Am 13. Tag der EAE wurden MCS-18 behandelten und unbehandelten Mäusen 
sowohl das Gehirn als auch der lumbale Abschnitt des Rückenmarks 
entnommen, die daraus hergestellten Kryoschnitte immunhistochemisch 
angefärbt und auf Infiltrationen von CD45 positiven Leukozyten hin untersucht. 
Interessanterweise zeigten die durch die MCS-18 Behandlung vor der EAE 
geschützten Mäuse kaum Infiltrationen mit CD45+ Zellen (Abb. 22), vergleichbar 
mit Schnitten gesunder Mäuse (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu waren bei 
unbehandelten, an EAE erkrankten Mäusen starke Infiltrationen mit CD45+ 
Leukozyten sowohl in Gehirn als auch Rückenmark nachweisbar. 
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Abb. 22: MCS-18 inhibiert die Infiltration von CD45 positiven Zellen in Gehirn und 
Rückenmark.  Im Vergleich zu den unbehandelten Mäusen zeigten die mit 
MCS-18 behandelten Mäuse eine geringere Infiltration mit CD45+ Zellen 
(Leukozyten, rotbraun angefärbt). 
 
Die Reduktion der CD45+ Zellinfiltrate durch MCS-18 korreliert also sehr gut mit 
den stark verminderten Krankheitssymptomen der behandelten Mäuse. 
4.7.3 Restimulation und Zytokinproduktion von Milzzellen protektierter 
Mäuse 
Um Hinweise auf einen möglichen Wirkmechanismus des MCS-18 in vivo zu 
erhalten, wurden die Milzen MCS-18 behandelter und unbehandelter Mäusen 
am Tag 30 nach Induktion der ersten EAE entnommen und spezifisch mit 
unterschiedlichen Konzentrationen MOG-Peptid, bzw. unspezifisch mit IL-2 
restimuliert. Die Proliferation der restimulierten Zellen wurde mit Hilfe eines 3H-
Thymidin-Inkorporationstests gemessen (Abb. 23). Die Milzzellen MCS-18 
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IL-2 besser restimulierbar. Dies deutet darauf hin, dass der Wirkmechanismus 





























































































Abb. 23: MCS-18 hat keinen generellen immunsuppressiven Effekt.                               
Dreißig Tage nach Induktion der EAE wurden die Milzen behandelter und 
unbehandelter Mäuse entnommen und daraus Splenozyten isoliert. Diese 
wurden antigenspezifisch (MOG) bzw. mit IL-2 unspezifisch restimuliert. Zur 
Kontrolle dienten nur mit Medium behandelte Splenozyten. In einem 3H-
Thymidin Inkorporationstest konnte eine gesteigerte unspezifische, sowie 
spezifische Proliferation der Splenozyten MCS-18 behandelter Tiere 
nachgewiesen werden. MCS-18 scheint daher keine generelle 
Immunsuppression bzw. keine Anergie zu vermitteln. 
 
Darüber hinaus wurden Überstände der restimulierten Zellen abgenommen und 
mittels ELISA der Zytokingehalt gemessen. Milzzellen sowohl behandelter als 
auch unbehandelter Mäuse produzierten nach Stimulation mit MOG-Peptid kein 
IL-2 und IL-4 (Daten nicht gezeigt), und etwa gleiche Mengen an IL-10. Im Falle 
von IFN-γ konnte jedoch eine stark erhöhte IFN-γ -Konzentration in den 
Milzzellen der MCS-18 behandelten Mäuse nachgewiesen werden (Abb. 24). 






































































Abb. 24: Restimulierte Splenozyten MCS-18 behandelter Mäuse produzieren mehr 
IFN-γ als die unbehandelter Tiere.  Die am Tag 30 nach Induktion einer EAE 
isolierten Splenozyten behandelter und unbehandelter (mock) Mäuse wurden 
mit titriertem MOG-Peptid antigenspezifisch für 4 Tage restimuliert. 
Anschließend wurden die Kulturüberstände abgenommen und mittels ELISA 
das Zytokinprofil ermittelt. Als Kontrolle dienten mit Medium behandelte Zellen 
(mock). Die spezifisch restimulierten Splenozyten MCS-18 behandelter Mäuse 
produzieren höhere Mengen an IFN-γ verglichen mit denen unbehandelter 
Mäuse. 
 
4.7.4 Einfluss von MCS-18 auf die Zahl der CD4+CD25+ T-Zellen in vivo 
Um festzustellen, ob eventuell regulatorische CD4+CD25+ T-Zellen eine Rolle 
bei der Protektion durch MCS-18 bei der EAE spielen, wurde C57/Bl 6 Mäusen 
an den Tagen -4, -2 und 0 jeweils 100 µg MCS-18 i.p. verabreicht. An den 
darauf folgenden Tagen 2, 4, 8 und 10 wurden jeweils 2 Mäuse geopfert und 
deren Milz, sowie die Axillar-, Popliteal- und Mesenterial-Lymphknoten 
präpariert. Die aufgearbeiteten Zellen wurden spezifisch für CD4 und CD25 
gefärbt und im FACS auf Veränderungen der Zellpopulationen hin analysiert. 
Bei der Analyse der Lymphknotenzellen konnte man an den Tagen 2, 4 und 10 
eine geringfügig erhöhte Zahl CD4+ CD25+, high Zellen nachweisen, wobei die 
Zahl aller CD4+CD25+ Zellen im Vergleich zu den Zellen unbehandelter Mäuse 
an Tag 0 leicht reduziert war (Abb. 25). 
4 Ergebnisse  
 70
R2 0,6R2 0,9












Abb. 25: Die Anzahl der CD4+CD25+,high Lymphknotenzellen steigt nach 
dreimaliger Injektion von MCS-18 leicht an.  An den Tagen -4, -2 und 0 
wurde Mäusen MCS-18 i.p. injiziert. Anschließend wurden an den Tagen 2, 4, 
8 und 10 (jeweils 2 Mäuse pro Tag) die Axillar-, Popliteal- und Mesenterial-
lymphknoten präpariert, auf CD4 und CD25 hin doppelgefärbt und im FACS 
analysiert. Als Kontrolle dienten gepoolte Lymphknotenzellen zweier 
unbehandelter Mäuse vom Tag 0. Während bei den behandelten Tieren die 
Anzahl aller CD4+CD25+ Zellen etwas zurückging konnte eine leichte 
Erhöhung des Anteils CD4+CD25+,high Zellen nachgewiesen werden. 
 
 
Die analysierten Milzzellen zeigten einen Anstieg des Anteils an CD4+CD25+,high 
Zellen an den Tagen 4, 8 und 10. Die Zahl aller CD4+CD25+ Zellen blieb mehr 























Abb. 26:   Die Anzahl der CD4+CD25+,high Splenozyten steigt nach dreimaliger 
Injektion von MCS-18 leicht an.   An den Tagen -4, -2 und 0 wurde Mäusen 
MCS-18 i.p. injiziert. Anschließend wurden den behandelten Tieren an den 
Tagen 2, 4, 8 und 10 (jeweils 2 Mäuse pro Tag) die Milzen entnommen und 
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daraus Splenozyten präpariert. Diese wurden auf CD4 und CD25 hin 
doppelgefärbt und im FACS analysiert. Als Kontrolle dienten gepoolte 
Splenozyten zweier unbehandelter Mäuse vom Tag 0. Während bei den 
MCS-18 behandelten Tieren die Anzahl aller CD4+CD25+ Zellen relativ 
konstant blieb, konnte eine geringgradige Erhöhung des Anteils 
CD4+CD25+,high Zellen nachgewiesen werden. 
 
 
4.7.5 Therapeutische Applikation von MCS-18 mittels intraperitonealer 
Injektionen 
Um den realistischen Verhältnissen einer MS Erkrankung so nahe wie möglich 
zu kommen, wurde bei Mäusen die EAE induziert und abgewartet bis sich ein 
durchschnittlicher klinischer Score von 2 einstellte. Dann wurde täglich der 
Hälfte der Mäuse 100 µg MCS-18 pro Maus und Injektion i.p. appliziert. 
Beendet wurden die Injektionen, wenn die behandelten Mäuse an 3 aufeinander 
folgenden Tagen einen klinischen Score von 0 aufwiesen. Mit der 
therapeutischen MCS-18 Applikation von 100 µg/Maus/Injektion konnten die 
klinischen Symptome im Vergleich zur unbehandelten Gruppe in kurzer Zeit 
stark reduziert werden (Abb. 27). Selbst nach Induktion einer zweiten EAE am 
Tag 34 zeigten die von Tag 9 bis Tag 28 mit MCS-18 vorbehandelten Tiere eine 
deutlich weniger ausgeprägte EAE Symptomatik als die Tiere der 
unbehandelten Vergleichsgruppe. 
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Abb. 27: Therapeutisch injiziertes MCS-18 bewirkt eine Verbesserung der 
klinischen Symptome in der ersten EAE und eine teilweise Protektion bei 
Induktion einer zweiten EAE.   Nach der Induktion der EAE wurde einer 
Gruppe von Mäusen nach Erreichen eines mittleren klinischen Scores von 
zwei 100 µg MCS-18 pro Maus von Tag 9 bis Tag 28 täglich i.p. injiziert. Die 
mit MCS-18 behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrollgruppe einen raschen Rückgang der Symptome. Nach Induktion der 
zweiten EAE am Tag 34 wiesen die behandelten Tiere einen milderen 
Krankheitsverlauf auf. 
 
Dieser Effekt ließ sich noch verstärken, wenn den bereits während der ersten 
EAE therapierten Mäusen erneut täglich MCS-18 (100 µg pro Maus) verabreicht 
wurde. Dadurch ließ sich die volle Manifestation der klinischen EAE -
Symptomatik um ca. 2 Wochen hinauszögern (Abb. 28). 
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Abb. 28: Die erneute Applikation von MCS-18 nach Induktion der zweiten EAE 
verzögert deren Krankheitsverlauf.  Nach der Induktion der ersten EAE 
wurde einer Gruppe von Mäusen nach Erreichen eines mittleren klinischen 
Scores von eins 100 µg MCS-18 pro Maus von Tag 15 bis Tag 22 täglich i.p. 
injiziert. Die mit MCS-18 behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrollgruppe einen schnelleren Rückgang der Symptome. 
Nach Induktion der zweiten EAE am Tag 30 und der fortgesetzten, täglichen 
Behandlung der Tiere mit jeweils 100 µg MCS-18 pro Maus an den Tagen 30 
bis 41 ließ sich der Schweregrad der Lähmungen weiter hinauszögern. 
 
4.7.6 Prophylaktische, orale Applikation von MCS-18 
Um die Wirksamkeit von MCS-18 bei peroraler Gabe zu testen, wurden die 
Mäuse zunächst prophylaktisch mit unterschiedlichen Konzentrationen MCS-18 
peroral behandelt. Dabei wurden ihnen die jeweilige Dosis (100, 200 und 400 
µg) in einem Volumen von 30 µl PBS an den Tagen -1, 1, 3, 6 und 8 nach 
Induktion der EAE oral verabreicht. Durch die fünfmalige prophylaktische Gabe 
der höchsten Konzentration von 400 µg MCS-18 pro Maus, konnte der klinische 
Verlauf der EAE, im Vergleich mit dem unbehandelter Mäuse, stark abgemildert 
werden (Abb. 29). 
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Abb. 29: Die fünfmalige prophylaktische, perorale Gabe von 400 µg MCS-18 
bewirkt einen abgemilderten Krankheitsverlauf. An den Tagen -1, 1, 3, 6 
und 8 nach Induktion der EAE wurde Mäusen verschiedene Konzentrationen 
MCS-18 (100, 200 und 400 µg) peroral verabreicht. Als Kontrolle dienten 
unbehandelte Tiere. Die Tiere, die prophylaktisch mit einer Dosis von 400 µg 
pro Applikation behandelt wurden zeigten im Vergleich zu den anderen Tieren 
einen deutlich abgeschwächten Krankheitsverlauf. 
 
4.7.7 Therapeutische, orale Applikation von MCS-18 
Um einer realen Therapiesituation am nächsten zu kommen wurde der Beginn 
der peroralen Applikation bis zu einem Zeitpunkt hinausgezögert, bei welchem 
die klinischen Symptome weitestgehend ausgeprägt waren. Nach der täglichen 
Gabe von MCS-18 von Tag 17 bis Tag 24 (200 µg/Maus/Applikation) konnte ein 
lang anhaltender protektiver Effekt in einer zweiten EAE festgestellt werden. Die 
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während der ersten EAE mit MCS-18 behandelten Mäuse waren, im Gegensatz 
zu der unbehandelten Vergleichsgruppe, während der zweiten EAE fast 

























1.EAE: n=4, nap=4, hcs=2, do=12
1.EAE: n=4, nap=4, hcs=2, do=12
2.EAE: n=3, nap=3, hcs=3, do=34














Abb. 30: Durch die therapeutische, perorale, tägliche Verabreichung von 200 µg 
MCS-18 an den Tagen 17 bis 24 wird eine nahezu vollständige Protektion 
in einer zweiten EAE erreicht. Nach der Induktion der ersten EAE wurde 
einer Gruppe von Mäusen nach Erreichen eines mittleren klinischen Scores 
von zwei, 200 µg MCS-18 pro Maus von Tag 17 bis Tag 24 peroral 
verabreicht. Die während der ersten EAE mit MCS-18 behandelten Tiere 
zeigten im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe eine fast vollständige 
Protektion nach Induktion einer zweiten EAE am Tag 30.                        
 
 
Bei therapeutischer Gabe der doppelten Dosis von MCS-18, d.h. 400 
µg/Maus/Applikation, täglich von Tag 14 bis Tag 27, konnte bereits während der 
ersten EAE- Induktion eine deutliche Besserung der klinischen Symptomatik im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 31). 
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Abb. 31: Therapeutisch p.o. appliziertes MCS-18 in hoher Dosierung (400 
µg/Maus) bewirkt eine Verbesserung der klinischen Symptome.                                      
Nach der Induktion der EAE wurde einer Gruppe von Mäusen nach Erreichen 
eines mittleren klinischen Scores von zwei, 400 µg MCS-18 pro Maus von Tag 
14 bis Tag 27 täglich peroral verabreicht. Diese höhere Dosis MCS-18 bewirkt 
bereits während der ersten EAE-Induktion eine deutliche Verbesserung der 
klinischen Symptomatik.                     
 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass MCS-18 sowohl 
prophylaktisch als auch therapeutisch angewendet, die EAE- assoziierten 
Krankheitssymptome verringert. 
Im Hinblick auf eine mögliche Anwendung beim Menschen ist besonders die 
Tatsache interessant, dass MCS-18 auch peroral appliziert eine deutliche 
Reduktion der Krankheitssymptome bewirkt. 





In den letzten Jahren trat die Rolle der DZ in der Pathogenese von 
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose immer mehr in den 
Vordergrund (BITSCH et al. 2000; DE VOS et al. 2002; DRAKESMITH et al. 
2000; GRETER et al. 2005; JUREWICZ et al. 1998; KARMAN et al. 2004; 
KUHLMANN et al. 2002; LUDEWIG et al. 2001; NEUMANN et al. 2002; 
SERAFINI et al. 2006). Ins ZNS eingewanderte, in den perivaskulären Infiltraten 
nachweisbare DZ spielen eine Schlüsselrolle als „natürliches Adjuvans“ bei der 
Aktivierung der für die Gewebsschädigung verantwortlichen T-Zell vermittelten 
Immunantwort (STEINMAN 1996b). Lokale APZ des ZNS sind sowohl an der 
Ausweitung als auch der Eindämmung der autoimmunen Reaktion beteiligt 
(BEHI et al. 2005). Mit Medikamenten, die in der Lage wären, die BHS zu 
überwinden (MASSACESI 2002) und spezifisch immunmodulierend auf DZ 
einzuwirken, wäre es im Falle von MS eventuell möglich, intrazerebellär 
rekrutierte DZ so zu modulieren, dass sie vorwiegend regulierend auf das 
Krankheitsgeschehen Einfluss nehmen anstatt die autoimmune Reaktion weiter 
voranzutreiben (STEINMAN, HAWIGER, LIU et al. 2003). 
In der vorliegenden Arbeit ist der Effekt von MCS-18, einer aus der Christrose 
(Helleborus purpurascens) gewonnenen, niedrigmolekularen Substanz, in vitro 
auf humane DZ und T-Zellen und in vivo im Tiermodell der Multiplen Sklerose 
(MS), der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) der Maus, 
untersucht worden.  
Eine positive Wirkung dieses Christrosenextraktes ist in den Regionen des 
Balkans schon lange bekannt. So wird es z.B. in Rumänien als traditionelles 
Heilmittel, z.B. als Salbe oder in Form von Injektionen (Boicil®) zur 
Schmerzlinderung bei der rheumatoiden Arthritis eingesetzt (OLINESCU et al. 
1987). KEREK et al. konnten zeigen (Patent Nr.: US 6,187,810 B1; 
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13.02.2001), dass diese niedermolekulare Substanzgruppe spezifisch in der 
Lage ist, pathologisch aktivierte zytotoxische Zellen des Immunsystems zu 
unterdrücken und damit die mit autoimmunen Reaktionen einhergehende 
Gewebsschädigung zu verhindern. Die LD50 (akute Toxizität) des MCS-18 liegt 
bei intramuskulärer bzw. intraperitonealer Injektion bei Mäusen und Ratten 
zwischen 220- 480 mg/ kg Körpergewicht. NICA et al. konnten 2005 in einer 
randomisierten, Placebo kontrollierten Doppelblindstudie mit 117 Patienten, die 
an PHS (Schultergelenk-Periarthritis) leiden, durch periartikuläre Applikation 
von MCS-18 eine statistisch signifikante Verringerung der Schmerzen und eine 
vergrößerte Beweglichkeit im Schultergelenk nachweisen (NICA 2005). Die 
Substanz wurde gut vertragen und es wurden keine unerwünschten 
Nebenwirkungen festgestellt. 
Die vorliegende Arbeit liefert erste in vitro Ergebnisse bezüglich der starken 
immunmodulierenden Wirkung von MCS-18 auf humane DZ und Lymphozyten, 
beides Schlüsselspieler bei der Induktion und Kontrolle von Immunantworten. 
Darüber hinaus konnte das große therapeutische Potential auch in vivo mittels 
EAE Modell aufgezeigt werden.   
Da in der Pathogenese der MS wie auch in ihrem Tiermodell, der EAE, 
pathologisch durch APZ (wie DZ) (re-)aktivierte CD4+ und CD8+ T-Zellen eine 
zentrale Rolle bei der Demyelinisierung der Nervenfasern und der damit 
verbundenen Paralyse spielen, könnte MCS-18 möglicherweise erfolgreich in 
der Therapie der MS eingesetzt werden.  
 
5.1 MCS-18 verhindert die Reifung dendritischer Zellen 
Anhand von FACS Analysen MCS-18 behandelter bzw. unbehandelter gereifter 
DZ konnte gezeigt werden, dass die Expression der kostimulatorischen 
Oberflächenmoleküle CD80 und CD86 im Vergleich zu unbehandelten DZ mit 
steigender MCS-18 Konzentration abnimmt. CD28 auf der Oberfläche von T-
Zellen würde somit bei einer Präsentation von Antigen durch die behandelten 
DZ nur in geringem Maße gebunden werden (SHARPE und FREEMAN 2002; 
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STEINMAN et al. 1999). Die so unvollständig aktivierten T-Zellen 
(kostimulatorisches Signal fehlt) produzieren kein IL-2, differenzieren und 
proliferieren nicht und werden anerg. Anergie, einer der peripheren 
Toleranzmechanismen, ist wichtig für die Vermeidung autoreaktiver 
Immunreaktionen. 
Ein besonders starker Effekt wurde bezüglich des DZ- Reifungsmarkers CD83 
nachgewiesen, dessen Expression konzentrationsabhängig unterdrückt wurde. 
CD83 ist der bisher bekannteste Oberflächenmarker zur Charakterisierung 
reifer DZ. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten unabhängig voneinander 
nachweisen, dass eine Supprimierung der CD83 Expression auf der Oberfläche 
von DZ, z.B. durch Blockade des CD83 mRNA Exportes aus dem Zellkern 
(KRUSE, ROSORIUS, KRATZER, BEVEC et al. 2000; PRECHTEL et al. 2007), 
durch die Inkubation der DZ mit einer löslichen Form des CD83 (LECHMANN et 
al. 2001) oder im Rahmen viraler Escape-Mechanismen (ENGELMAYER et al. 
1999; FUGIER-VIVIER et al. 1997; JENNE et al. 2000; KOBELT et al. 2003; 
KRUSE, ROSORIUS, KRATZER, STELZ et al. 2000; KUMMER et al. 2007), zu 
einer reduzierten T-Zell Stimulation durch die DZ führt. Bei einer Behandlung 
der DZ mit löslichem CD83 wird außerdem das Zytoskelett der DZ beeinflusst. 
Die zur Interaktion und Aktivierung notwendige Bildung einer immunologischen 
Synapse zwischen DZ und T-Zelle wird verhindert, da lösliches CD83 die dazu 
notwendige Reorganisation des Zytoskelettes unterdrückt (KOTZOR et al. 
2004). Des Weiteren konnten ZINSER et al. zeigen, dass durch die Injektion der 
löslichen Form des humanen CD83 prophylaktisch und therapeutisch die 
klinischen Symptome einer EAE bei Mäusen fast vollständig unterdrückt werden 
konnten (SCHOLLER et al. 2002; XU et al. 2007; ZINSER et al. 2004).  
Auch die während der Reifung mit MCS-18 inkubierten DZ zeigten 
konzentrationsabhängig eine stark eingeschränkte Fähigkeit, allogene T-Zellen 
zu stimulieren. Ob dies durch die reduzierte Expression kostimulatorischer 
Moleküle wie CD80 und CD86 während der Reifung oder durch die verminderte 
Expression von CD83 auf der Oberfläche zu begründen ist, bzw. ob noch 
andere Faktoren eine Rolle spielen muss noch weiter untersucht und aufgeklärt 
werden. 
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Eine eventuelle toxische bzw. pro-apoptotische Wirkung des MCS-18 als 
Ursache der Verminderung der Oberflächenexpression bestimmter Moleküle 
konnte mittels einer AnnexinV-Färbung der behandelten Zellen ausgeschlossen 
werden. Erst ab einer MCS-18 Konzentration von 400 µg/ml konnte eine leicht 
erhöhte Zahl AnnexinV positiver Zellen nachgewiesen werden.  
 
5.2 MCS-18 verhindert CCR7 Expression und DZ- Migration 
Des Weiteren exprimierten mit MCS-18 behandelte DZ trotz Reifungsstimulus 
signifikant weniger CCR7 auf ihrer Oberfläche als unbehandelte DZ. Die 
Migration reifender DZ zu den Lymphknoten wird durch Chemotaxis entlang 
eines Gradienten der CCR7-Liganden CCL19 und CCL21 vermittelt, welche von 
lymphatischen Endothelzellen und in den T-Zell Arealen der sekundären 
lymphatischen Organe gebildet werden. FORSTER et al. konnten anhand von 
CCR7-/- knock out Mäusen zeigen, dass das Fehlen von CCR7 auf der 
Oberfläche der DZ zu einer massiv verzögerten Kontaktaufnahme zwischen DZ 
und Lymphozyten im regionären Lymphknoten führt (FORSTER et al. 1999). 
Des Weiteren zeigten GUNN et al., dass bei Mäusen, die keine Chemokine 
sekundärer lymphatischer Organe, wie CCL19, exprimieren, Defekte beim 
„Homing“ von T-Zellen und bei der Akkumulation von DZ in Milz und 
Lymphknoten auftreten (GUNN et al. 1999). CCR7 konnte auch in chronischen 
MS-Läsionen auf perivaskulär lokalisierten Zellen nachgewiesen werden. Nach 
SAEKI et al. wandern diese Zellen CCR7-vermittelt zu den drainierenden 
Lymphknoten aus, um dort weitere selbstreaktive T-Zellen zu aktivieren (SAEKI 
et al. 1999). Auch die in chronisch aktiven Läsionen vorzufindenden 
Mikrogliazellen  exprimieren CCR7. Es scheint die Endozytose bei Mikroglia 
und DZ zu stimulieren und antiapoptotisch zu wirken (SANCHEZ-SANCHEZ et 
al. 2004; YANAGAWA und ONOE 2003). Folglich wären MCS-18 behandelte 
DZ, die, wie hier erstmals beschrieben, nur in geringem Maße CCR7 auf ihrer 
Oberfläche exprimieren, nur sehr eingeschränkt fähig, zu migrieren. Dies 
konnte mittels eines Migrationsassays nachgewiesen werden. Die Zahl der 
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entlang eines CCL19 Gradienten migrierten, mit MCS-18 behandelten DZ war 
konzentrationsabhängig signifikant reduziert. In vivo würde dies bedeuten, dass 
MCS-18 die Migration der DZ zu den drainierenden Lymphknoten inhibiert, und 
damit die Entwicklung einer potenten Immunantwort verhindert. 
5.3 MCS-18 verhindert die Aktivierung von T-Zellen 
MCS-18 hat auch einen direkten Einfluss auf T-Zellen. So konnte nach 
Inkubation von T-Zellen mit MCS-18 und anschließender Kokultivierung mit 
allogenen DZ bereits nach 3 Tagen mikroskopisch eine Reduzierung der DZ- T-
Zell Clusterbildung im Vergleich zu unbehandelten T-Zellen festgestellt werden. 
Die fehlende Interaktion der T-Zellen mit den allogenen DZ spiegelte sich auch 
in der konzentrationsabhängig verminderten Proliferation der T-Zellen wider.  
Auch bei einer APZ- unabhängigen Aktivierung der T-Zellen via CD3 und CD28 
mittels spezifischer Antikörper konnte eine verringerte Proliferation sowohl bei 
CD4+ als auch bei CD4- Zellen festgestellt werden. Mittels FACS-Analyse 
konnte gezeigt werden, dass die in geringerem Maße proliferierenden, mit 
MCS-18 behandelten CD4+ Zellen bei gleich bleibender Expression des frühen 
Aktivierungsmarkers CD69 weniger CD25 auf ihrer Oberfläche exprimieren. Die 
funktionelle Bedeutung dieses Phänotyps muss in weiteren Analysen 
untersucht werden.  
Ebenso konnte mittels einer AnnexinV- und Propidiumjodid- Färbung ein 
möglicherweise toxischer Effekt des MCS-18 auf die T-Zellen, als Erklärung für 
die verminderte Stimulierbarkeit, ausgeschlossen werden.  
CD83 wird auch auf bestimmten Subtypen von T-Zellen exprimiert (KOZLOW et 
al. 1993; ZHOU et al. 1992). Ob MCS-18 auch bei spezifischen T-Zellen die 
CD83 Oberflächenexpression reduziert und somit eventuell die Bildung einer 
immunologischen Synapse durch Veränderung des Zytoskeletts verhindert wird, 
oder ob MCS-18 der Zelle Signale vermittelt, die sie anerg werden lässt, bleibt 
hier noch offen und wird Teil weiterer Studien sein. 
5 Diskussion  
 82
Eine Kinetik der von T-Zellen während der Stimulation mit α-CD3/ α-CD28 – 
Antikörper produzierten Zytokine ergab keine eindeutigen Hinweise auf einen 
zugrunde liegenden Mechanismus. Es kam weder zur Polarisierung einer Th1- 
noch einer Th2-Immunantwort.  
Auch bei der Untersuchung der durch gereifte, mit MCS-18 behandelte humane 
DZ produzierten Zytokine konnte kein eindeutiges Muster (Th1/Th2) festgestellt 
werden. Auffällig war nur ein massiver Anstieg von IL-6, sowie ein Abfall von IL-
10 und TNF-α, bei den mit MCS-18 behandelten gereiften humanen DZ. 
Welche mechanistischen Auswirkungen dies hat muss in Folgestudien 
untersucht werden. 
5.4 Die Applikation von MCS-18 verhindert die EAE in vivo 
Die inhibitorische Aktivität von MCS-18 wurde in vivo am EAE-Modell der Maus 
untersucht. Dieses dient als Tiermodell der frühen Stadien der Multiplen 
Sklerose des Menschen.  
Bereits drei prophylaktische intraperitoneale Injektionen mit MCS-18 reichten 
aus, um die Tiere fast vollständig vor der EAE zu schützen. Der Effekt war noch 
deutlicher, wenn bei denselben Tieren eine zweite EAE induziert wurde. MCS-
18 vorbehandelte Tiere waren nun vollständig protektiert, während die Tiere der 
Kontrollgruppe abermals die typischen Lähmungserscheinungen entwickelten. 
Dies deutet auf einen lang anhaltenden Effekt des MCS-18 hin, der 
höchstwahrscheinlich nicht durch eine überdurchschnittlich lange Verweildauer 
des MCS-18 - Moleküls im Körper begründet werden kann. Auch kann eine 
alleinige Vermittlung der Effekte durch DZ wegen ihrer eher kurzen 
Lebensdauer ausgeschlossen werden. Am wahrscheinlichsten kommt ein 
„regulatorischer“ T-Zell Effekt in Frage. Dieser ist entweder primär durch DZ 
vermittelt, d.h. MCS-18 behandelte DZ beeinflussen sekundär die T-Zellen, 
oder MCS-18 wirkt direkt auf die T-Zellen. Dies wird in Folgeuntersuchungen 
analysiert werden. 
Bemerkenswerterweise führten auch therapeutische intraperitoneale Injektionen 
von MCS-18 zu einer Verbesserung des klinischen Scores. Selbst wenn erst in 
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der späten Phasen der EAE, sprich wenn die klinischen Symptome bereits voll 
ausgeprägt waren, mit der Applikation von MCS-18 begonnen wurde, konnte 
eine deutliche Verbesserung der klinischen Symptomatik festgestellt werden. 
Bei einer zweiten Induktion der EAE und gleichzeitiger, wiederholter i.p. 
Applikation des MCS-18 zeigten die während der ersten EAE bereits mit MCS-
18 therapeutisch behandelten Mäuse einen retardierten und gleichzeitig 
milderen Krankheitsverlauf. 
Korrelierend zu den klinischen Effekten konnte anhand von Kryoschnitten des 
Gehirns und Rückenmarks unbehandelter, sowie prophylaktisch mit MCS-18 
behandelter Mäuse, die 13 Tage nach Induktion der EAE gewonnen und 
immunhistochemisch angefärbt wurden, eine drastisch reduzierte Anzahl CD45 
positiver Leukozyten in den zentralnervösen Organen der mit MCS-18 
vorbehandelten Mäuse nachgewiesen werden. 
Sowohl die geringere Infiltration mit Leukozyten, als auch die durch eine 
verminderte CCR7- abhängige Migrationsfähigkeit reduzierte Anzahl DZ im 
ZNS behandelter Tiere könnte bei der Verhinderung der spezifischen, EAE 
assoziierten Pathologie innerhalb des ZNS von großer Bedeutung sein. 
Um einen weiteren Einblick bezüglich der Wirkungsweise von MCS-18 zu 
erlangen, wurden die Milzen behandelter und unbehandelter Mäuse am Tag 30 
nach Induktion der EAE entnommen und in vitro mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des MOG-Peptides restimuliert. Anschließend wurde die 
antigenspezifische Proliferation, sowie die Zytokinproduktion der stimulierten 
Zellen analysiert. Durch das unverändert gute Ansprechen der mit MCS-18 
behandelten Milzzellen auf die unspezifische Restimulierung mit IL-2 konnte 
eine komplette Immunsuppression als Wirkungsweise des MCS-18 
ausgeschlossen werden. Erstaunlicherweise zeigten Milzzellen behandelter 
Mäuse eine stärkere antigenspezifische Proliferation als die unbehandelter 
Mäuse. Eventuell könnte dies durch die Proliferation einer bestimmten 
regulatorisch aktiven, IFNγ sezernierenden Population innerhalb der T-Zellen 
behandelter Tiere erklärt werden. 
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Denn bei der Restimulation mit MOG-Peptid wurden die Zytokine IL-2 und IL-4 
sowohl von Milzzellen behandelter als auch unbehandelter Mäuse in nur sehr 
geringen Mengen sezerniert. Eine Immundeviation in Richtung Th2 kann somit 
auch als Erklärung der in vivo Wirksamkeit des MCS-18 ausgeschlossen 
werden. Die IL-10 Produktion war ebenfalls bei beiden Gruppen sehr gering. 
Jedoch sezernierten restimulierte Milzzellen behandelter Tiere signifikant mehr 
IFNγ als die unbehandelter Mäuse. Dies könnte man mit der von LIU et al. 
beschriebenen ambivalenten Rolle von IFN-γ im pathologischen Geschehen der 
EAE  bzw. der MS erklären (LIU et al. 1998). IFN-γ wie auch TNF-α wird hier 
eine - abhängig vom Krankheitsstadium - sowohl proinflammatorische 
(Induktionsphase der EAE) als auch immunsupprimierende (Regressionsphase) 
Wirkung zugeschrieben. Die bei mit MCS-18 behandelten Tieren erhöhten IFN-
γ Werte könnten somit als Zeichen einer Supprimierung der Entstehung 
demyelinisierender Plaques bzw. als Zeichen einer bereits eingesetzten 
Erholungsphase (abgemilderte EAE-Symptome) verstanden werden. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass bei der durch MCS-18 vermittelten 
Immunsuppression keiner der klassischen T-Zell Toleranz Mechanismen 
beteiligt zu sein scheint.  
Die Arbeit von ZINSER et al. liefert möglicherweise weitere Ansatzpunkte zum 
Verständnis der  mechanistischen Vorgänge, welche dem MCS-18 in vivo 
zugrunde liegen (ZINSER et al. 2004). Hierbei konnte durch prophylaktische 
und therapeutische Applikation des löslichen CD83 die EAE assoziierte 
Paralyse nahezu vollständig verhindert werden. Lösliches CD83 verhindert, wie 
auch MCS-18, die vollständige Reifung DZ. Worin der mechanistische 
Zusammenhang zwischen der Reduktion des CD83 auf der Oberfläche von DZ 
bzw. anderer immunologisch aktiven Zellen, wie z.B. T-Zellen, und der 
Supprimierung pathologisch aktiver Immunantworten genau besteht muss noch 
aufgeklärt werden. 
Da es bis heute kein oral verfügbares Medikament zur Therapie der Multiplen 
Sklerose auf dem Markt gibt, ist es besonders erwähnenswert, dass MCS-18 
auch auf peroralem Wege starke Effekte zeigte. Bereits bei fünfmaliger 
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prophylaktischer peroraler Gabe von 400 µg MCS-18 pro Tag und Maus waren 
die klinischen Symptome einer Paralyse im Verlauf der EAE stark abgemildert. 
Auch bei der peroralen Applikation konnte ein lang anhaltender 
immunmodulierender Effekt festgestellt werden. Wenn MCS-18 in einer 
Konzentration von 200 µg/ Maus in der späten Phase einer EAE p.o. appliziert 
wurde, konnte eine zweite, am Tag 30 induzierte EAE, fast komplett inhibiert 
werden. Bei der therapeutischen Gabe der doppelten Menge an MCS-18 (400 
µg/Maus) wurde bereits während der ersten EAE eine Verbesserung der für die 
EAE typischen Symptome erreicht. 
Zusammenfassend konnte mittels dieser Arbeit erstmals das große 
therapeutische Potential der bioregulatorisch aktiven Substanz MCS-18 am 
Tiermodell der Multiplen Sklerose aufgezeigt werden. MCS-18 könnte somit 
zukünftig bei der Behandlung von weiteren Autoimmunerkrankungen, Allergien 
und bei der Vermeidung der Transplantatabstoßung auch für den Menschen 
von essentieller Bedeutung sein. 
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Aus klinischen Studien ist bereits bekannt, dass die aus der Christrose 
(Helleborus purpurascens) isolierte makrozyklische Substanz MCS-18 in der 
Lage ist, eine pathologisch aktivierte Immunreaktion wie die rheumatoide 
Arthritis zu unterdrücken. 
In der vorliegenden Arbeit stand die Untersuchung der immunmodulatorischen 
Wirkung von MCS-18 auf dendritische Zellen (DZ) im Vordergrund. Um eine 
potente Immunantwort zu induzieren, müssen DZ reifen. Hier konnte in vitro 
gezeigt werden, dass MCS-18 in der Lage ist, die Expression der typischen 
Reifungsmarker wie CD80, CD86 und vor allem CD83 zu unterdrücken. 
Darüber hinaus konnte in vitro eine konzentrationsabhängige Reduktion der DZ- 
T-Zell - Clusterbildung und eine Blockade der DZ-vermittelten T-Zell Stimulation 
nachgewiesen werden. 
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Im weiteren Verlauf der Arbeit konnte zusätzlich eine dosisabhängige Reduktion 
der DZ-unabhängigen, anti-CD3/anti-CD28-vermittelten T-Zell Stimulation 
gezeigt werden. 
Ferner konnte eine konzentrationsabhängig reduzierte CCR7 -Expression auf 
der Oberfläche behandelter DZ und daraus resultierend eine eingeschränkte 
Migrationsfähigkeit der DZ entlang eines CCL19-Gradienten nachgewiesen 
werden. 
In vivo besitzt MCS-18 das Potential, die der EAE (ein Mausmodell der 
humanen Multiplen Sklerose) assoziierten Paralysesymptome sowohl bei 
prophylaktischer als auch bei einer realen Verhältnisse am nächsten 
kommenden therapeutischen Gabe zu reduzieren. Selbst bei der Induktion 
einer zweiten EAE konnte ein lang anhaltender immunsupprimierender Effekt 
von MCS-18 festgestellt werden. Am bedeutendsten für eine potentielle spätere 
therapeutische Anwendung am Menschen ist jedoch die Tatsache, dass MCS-
18 auch oral verabreicht wirksam bleibt. Histologisch konnte bei mit MCS-18 
behandelten Mäusen eine stark reduzierte Infiltration des Gehirns und 
Rückenmarks mit CD45+ Leukozyten nachgewiesen werden. 
Zusammengefasst zeigen sowohl die in vitro als auch die in vivo gewonnenen 
Daten das große therapeutische Potential von MCS-18 für die Therapie von 
autoimmunen oder anderen immunbedingten Erkrankungen auf. 
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In clinical trials it has already been shown that MCS-18, a macrocyclic 
substance, isolated from Helleborus purpurascens, was able to inhibit 
pathologically over-activated immune response. 
The main aim of this thesis was the elucidation of the immunomodulatory effect 
of MCS-18 on Dendritic Cells (DC). DC are the most important antigen- 
presenting cells of the immune system. To be able to induce potent immune 
responses DC have to mature. In this respect it could be shown in vitro that 
MCS-18 was able to reduce the expression of typical maturation markers such 
as CD80, CD86 and especially CD83, leading to a strong and dose-dependent 
inhibition of DC-mediated T-cell stimulation and DC- T-cell cluster formation. 
Furthermore, a reduction of the DC-independent anti-CD3/anti-CD28 – 
mediated T-cell stimulation could also be observed. 
In addition, MCS-18 strongly reduced the CCR7 expression on the surface of 
DC which subsequently led to a block of the CCL19 - dependent migration. 
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In vivo MCS-18 was able to almost completely prevent the paralysis associated 
with the EAE, a murine model for human multiple sclerosis, when administered 
in a prophylactic as well as in a therapeutic setting. Even when the EAE was 
induced for a second time, without any further MCS-18 treatment, a long lasting 
immunosuppressive effect could be observed. Interestingly and most important 
for a potential future therapeutic application in humans is the fact that MCS-18 
is also active when applied orally. 
Histological examination of samples demonstrated a strongly reduced infiltration 
of CD45+ leukocytes in the brain and the spinal cord in MCS-18 treated mice, 
which nicely correlated with the reduced paralysis. 
In summary, the in vitro as well as the in vivo data established during 
preparation of this thesis, underline the great potential of MCS-18 for the 
therapy of autoimmune and other immune-mediated disorders. 
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